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第 1章    軟骨形成における軟骨マトリックス分子の役割  
 
1 .1  関節軟骨の構造  
 
 関節軟骨は硝子軟骨からなり、白色で光沢があり、粘弾性に富んでいる。表層

















Fig .  1 .1  The  combined propert ie s  o f  co l lagens  and aggrecan  in  ar t i cu lar 
cart i lage .  
Fig .  1 .1  i s  acco rd ing  to  G l y c o f o r u m  (h t t p : / / w w w . g l y c o f o r u m . g r . j p ) .  
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1 .2  軟骨組織におけるリンクプロテイン  (LP)  の役割  
 
軟骨の細胞外マトリックスタンパク質の一つである LP は、アグリカンとヒア
ルロン酸  (HA)  の凝集体を安定化し、軟骨に引張強度と弾力性を与える。 LP は、
分子量 40－ 48kDa の球状の細胞外糖タンパク質で、 354 アミノ酸をコードする単
一遺伝子から成る。これまでに LP1、LP2、LP3 という 3 種類の類似した糖タンパ
ク質が取得されており 2 - 4 )、このうち LP 1 と LP 2 は、コアタンパク質が同じで糖
鎖修飾が異なっているだけであるが、 LP 3 は N 末の 13 アミノ酸が欠失したタン
パク質分解型である。 LP3 は、 N 末が一部欠失しているにもかかわらず、アグリ
カンと HA の結合を安定化する性質を保持しており、 LP3 から放出されたペプチ
ドは、軟骨細胞においてプロテオグリカン合成を促進する。 Fig .  1 .2 に示すよう
に LP は、イムノグロブリンループ  (A)  と 2 つのプロテオグリカンタンデムリピ
ート  (ループ B とループ B ’ )  の 3 つの重要なタンパク質モチーフを含んでいる。
また、アグリカン内にも類似したタンパク質モチーフが存在している。LP は凝集
構造において、イムノグロブリンループを介したアグリカン G１ドメインとの相
互作用と 2 つのプロテオグリカンタンデムリピート を介した HA との相互作用に
よる 3 成分複合体を形成し、アグリカン－ HA 結合を強化している 5 ,  6 )。 LP とア
グリカンの G1 ドメインはともに HA の十糖類単位  (HA10)  に結合しており、単
一のヒアルロン酸鎖には 100  ものアグリカンと LP 分子が付着して凝集体を形成
している 1 )。そのため、プロテアーゼに対して抵抗性を示し、加齢とともに組織
中に LP とアグリカンの G１ドメインがコーティングされた HA が次第に増加する
ようになる。  
LP をコードする遺伝子である Crt l1 に標的変異を導入したホモ接合体マウス  
(Crt l1  
t m 1 N i d / t m 1 N i d
)  は、そのほとんどが出産後まもなく呼吸不全のため死亡するが、
生存したマウスでは 軟骨の発育異常による短い手足と頭蓋顔面異常を伴う骨形成





現が低下し、肥大軟骨細胞におけるアポトーシスも阻害される。生後 8 日の C rt l1  
t m 1 N i d / t m 1 N i d マウスは進行性の小人症と頚椎の前彎を呈し、生後１ヶ月では小さな
骨端とわずかに紅斑した骨幹端の長骨、平坦化した椎骨という脊椎骨端異形成症





Fig .  1 .2   Interac t ions  involved  in  the  aggrega t ion  of  l ink pro te in .  
Link  pro te in  and  G1 domain  o f  agg recan  conta in  s imi l a r  p ro te in  mot i f s  wh ich  form a  
hya lu ronan  b ind ing  reg ion  (do t ted  ova l s ) .  T he  reg ions  con ta in  an  immunog lobul in  fo ld  
(A)  and  a  p ro teog lycan  tandem repea t  ( loops  B  and  B
1
) .  Bo th  l ink  pro te in  and  the  G 1 
doma in  b ind  to  a  decasacch a r ide  un i t  (HA10)  of  hya lu ronan ,  and  the  b ind ing  s i te  i s  in  
the  tandem repea t  loops .  Link  pro te in  a lso  b inds  to  the  G1 doma in  of  agg recan ,  wh ich  
appear s  to  be  by in t e rac t ion  of  the i r  immunoglobu l in  fo ld s  (arrows ) .  The  G2 doma in  o f  
aggrecan  con ta ins  t andem repea t  loops  (do t t ed  c irc le ) ,  bu t  the se  show no  proper t i es  o f  








能力、低摩擦特性は、この軟骨特異的なプロテオグリカンにより与えられる 8 )。  
プロテオグリカンは、1 つの中心となるタンパク質  (コアタンパク質 )  に 1 本ある
い は 多 数 の グ リ コ サ ミ ノ グ リ カ ン  (g lycosaminog lycan ;GAG) 鎖 と 呼 ば れ る 硫 酸
化多糖が共有結合した分子で、その多くは類似したタンパク 質モチーフを含む複
雑なモジュラー構造 をしている。 GAG 鎖は、ウロン酸  (D -グルクロン酸 または
L-イズロン酸 )  とアミノ糖  (D -ガラクトサミンまたは D -グルコサミン )  からなる
基本の二糖構造が数十回繰り返してできる多糖で、その骨格構造によりコンドロ
イチン硫酸  (chondro i t in  su l fa te ;CS)、デルマタン硫酸  (de rmatan  su l fa te ;DS)、へパ




(kera t an  su l fa te ;KS)  に分類され、これらは異なる構造と機能を有している  (Fig .  
1 .3 ) 。 C S 、 DS 、 HS お よ び hepa r in の GAG 鎖 は 共 通 の 四 糖 構 造  
(G lcAβ1 -3Ga lβ1 -3Ga l β1 -4X ylβ1 -Ser )  を 介 し て コ ア タ ン パ ク 質 の 特 定 の セ リ ン 残
基 に 共 有 結 合 し 、 CS/DS で は N - ア セ チ ル ガ ラ ク ト サ ミ ン  
(N -ace tylga lac to samine ;GalNAc)  が 、 H S で は N - ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ン  
(N–ace tylg lucosamine ;GlcNAc)  が転移される。さらに、 GAG 鎖は種々の程度の硫
酸化を受け、硫酸化されうる部位は、ウロン酸側に 1～ 2 箇所、アミノ糖側に 2～
3 箇所存在する。しかし、これらの部位が常に硫酸化されているわけではないた
め極めて多種類の構造が存在し、その構造の多様性が GAG 鎖の多様な生物学的
機能に対応していると考えられる 9 )。  
Fig .  1 .3  The s t ructures  o f  su l fated  g lycosaminog lycans .  
R and  R '  ind ica te  the  su l fa t ion  pos i t ion .  R :  H  or  SO3 -,  R ' :  H  o r  C OCH3 or  SO3- .  
Fig .  1 .3  i s  acco rd ing  to  Glyco forum (h t tp : / /www.g lycofo rum.gr. jp ) .  
  
 多くのプロテオグリカンは、アグリカンやシンデカン、ベタグリカンのように




鎖、とりわけ HS と hepar in は、いくつもの成長因子や重要な機能タンパク 質と相
互作用することが知られており、これらの相互作用はタンパク 質の機能調節にと





















 この HS および hepar in の生合成経路を Fig .1 .4 に示す。 HS および hepa r in は、
粗面小胞体内でコアタンパク質のセリン残基 上に結合領域の四糖構造 1 0 )を合成
したのち、ゴルジ体内で二糖構造  (Fig .  1 .3 )  を合成する。その後、 N -脱アセチル
化 /N -硫酸基転移酵素の N-脱アセチル化活性により GlcNAc 残基が脱アセチル化
され、これにより生じた GlcNH 2 のアミノ基が N -硫酸基転移酵素活性により硫酸
化 さ れ る 。 次 に 、 C5- エ ピ メ ラ ー ゼ が N- 硫 酸 化 グ ル コ サ ミ ン  (N -su l fa ted  
g lucosamine ;  G lcNS)  残基近傍の GlcA を IdoA にエピマー化し、種々の O -硫酸基
転移酵素が GlcA あるいは IdoA 残基の 2 位、あるいは G lcN 残基の 3 位や 6 位の
水酸基を硫酸化することにより 生合成される 1 1 )。このような修飾の度合いは、組
織や細胞あるいは発達段階の違いにより大きく異なり 、特定の硫酸化パターンが
HS の生物学的活性に重要であると考えられている。 Hepar in は化学的には HS の
一種であるといえるが、 HS に比べ高度に硫酸化されており、 IdoA 含量も高い。
一方、 HS は硫酸基および IdoA 含量が hepar in より低いものの、分子内に高硫酸
化クラスターが存在し、これにより様々なヘパリン／ HS 結合性タンパク質と特異
的に相互作用する 1 2 )。  
F i g . 1 . 4  B i o s y n t h e t i c  p a t h w a y  t o  h e p a r i n / h e p a r a n  s u l f a t e  
p r o t e o g l y c a n s  a n d  t h e i r  d e g r a d a t i o n  t o  p e p t i d o g l y c a n s  a n d  
g l y c o s a m i n o g l y c a n s .  
P r o t e i n  s y n t h e s i s  t a k e s  p l a c e  i n  t h e  e n d o p l a s m i c  r e t i c u l u m ,  l i n k a g e  
s y n t h e s i s ,  c h a i n  e l o n g a t i o n ,  a n d  m o d i f i c a t i o n  t a k e  p l a c e  i n  t h e  g o l g i ,  a n d  
p r o t e o l y s i s  a n d  g l u c u r o n i d a s e  d i g e s t i o n  t a k e  p l a c e  i n  t h e  g r a n u l e s  o r  














ン  (SLRP)  ファミリーが存在する。  
SLRP は、細胞外マトリックスタンパク 質の一つで、約 40  kDa のコアタンパク
質は 6－ 10 個の縦列反復したロイシンリッチリピート  (LRR)  を中心に構成され
ている。 LRR は、特定の位置にロイシンが保存された 20－ 30 アミノ酸で構成さ
れるタンパク質のフォールディングモチーフで、LRR ドメインは、アミノ末端  (N
末端 )  に存在する 4 つのシステイン残基とカルボキシ末端  (C 末端 )  に存在する 2
つのシステイン残基を伴うジスルフィド架橋ループに隣接している。 SLRP ファ
ミリーは、アミノ酸配列の類似性、 N 末端に存在するシステイン残基のスペース
および遺伝子の構造から 5 つの異なるグループに分類される 1 4 )。  
 第 1 のグループ  (クラスⅠ )  には、デコリン、バイグリカンおよびアスポリン
が属する。クラスⅠ SLRPs のコアタンパク質は 10 個の LRR s を含み、N 末端領域
のシステインクラスターのスペースは CX 3 CXCX 6 C である。各々のメンバーは、
アミノ酸配列で 54－ 60％の相同性があり、 8 つのエクソンから成る共通の遺伝子
構造をしている。また、このグループに属している分子はプロペプチドとして分







離された 1 5 - 1 7 )。  
 第 2 のグループ  (クラスⅡ )  には、ファイブロモジュリン、ルミカン、PRELP、
ケラトカンおよびオステオアドヘリンが 属する。クラスⅡ SLRPs のコアタンパク
質は 10 個の LRRs を含み、 N 末端領域 のシステインク ラス ターのスペース は
CX 3 CXCX 9 C である。各々のメンバーは、アミノ酸配列で 37－ 55％の相同性があ
り、 3 つのエクソンから成る共通の遺伝子構造をしている。また、 PRELP 以外は
N 結合型ケラタン硫酸鎖が側鎖に存在する。  
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 第 3 のグループ  (クラスⅢ )  には、エピフィカン /  PG-Lb、オステオグリシン /
ミメカンおよびオプチシンが属する。クラスⅢ SLRPs のコアタンパク質は 6 個の
LRRs しか含まず、 N 末端領域のシステインクラスターのスペースは CX 2 CXCX 6 C
である。各々のメンバーは、アミノ酸配列で 35－ 42％の相同性があり、 7 あるい
は 8 つのエクソンから成る共通の遺伝子構造を 有している。オステオグリシン /
ミメカンおよびエピフィカンは各々 N 結合型ケラタン硫酸鎖および O 結合型コン
ドロイチン／デルマタン硫酸鎖 が側鎖に存在する。  
 第  4  のグループ  (クラスⅣ )  には、コンドロアドヘリン、ニクタロピンおよび
ツクシが、第  5  のグループ  (クラスⅤ )  には、ポドカンが属する。近年発見され




い る こ と か ら 、 非 標 準 的 な タ ン パ ク 質 と し て 新 た な グ ル ー プ に 分 類 さ れ て い る  
(Fig .  1 .5 )。  
 
F i g .  1 . 5  Phy logene t ic  ana lys i s  and  chromosomal  organ iza t ion  of  var ious  human 
SLRP c las ses .  
The  co lo r-coded  dend rogram ( le f t )  shows the  p resence  of  f ive  d is t inc t  fami l i es  o f  SLRP 
and  re la ted  LRR pro te ins .  The  consensus  fo r  the  N - te rmina l  C ys - r ich  c lu s t e r  i s  a l so  
shown .  The  chromosomal  a r rangemen t  o f  the  va r ious  SLRP  genes  i s  shown in  a  
te lomer ic  o r ien ta t ion  ( r igh t ) .  Transcr ip t iona l  d i rec t i on  i s  shown by the  a r rows  above  





P orc ine  r ibonuc lease  inh ib i to r  (R I)  の結晶構造解析により、 LR R タンパク質は、
α－ ヘリックスと β－シートから 成る基本構造が何回か繰り返した馬蹄形に似た
特徴的なコイル構造をとることが知られている  ( Fig .  1 .6 )  1 8 )。  
(A)                  (B)  
F i g .  1 . 6  S t r u c t u r e  o f  p o r c i n e  r ibonucrease  inh ib i tor ( R I ) ,  a  prote in  w ith  
leuc ine -r ich  repea ts .  
A ,  S c h e m a t i c  d i a g r a m  o f  t h e  t h r e e - d i m e n s i o n a l  s t r u c t u r e  o f  p o r c i n e  R I ,  
d r a w n  w i t h  t h e  p r o g r a m  R I B B O N S  
1 9 )
.  T h e  β - s h e e t  ( r e d ) ,  α - h e l i c e s  (b l u e ) ,  
t h e  r e s t  (g r e e n )  and  th e  3 1 0  h e l i c e s  (g r e e n  p a r t s  o f  t h e  h e l i c e s )  a r e  ind ica ted .  
B ,  S p a c e - f i l l i n g  m o d e l  o f  R I  i n  a  v i e w  s i m i l a r  t o  A ,  d r a w n  w i t h  t h e  
p r o g r a m  I N S I G H T  ( B i o s y m )
1 8 )
.  P r o t e i n  b a c k b o n e  ( N ,  C α ,  C ,  O  a t o m s :  
w h i t e )  i s  c o l o r e d  a n d  s i d e  c h a i n s  a r e  c o l o r e d  b y  a m i n o  a c i d  ( A l a ,  L e u ,  
I l e ,  V a l ,  g r e e n ;  P h e ,  T y p ,  T y r ,  o r a n g e ;  C y s ,  M e t ,  y e l l o w ;  H i s A r g ,  L y s ,  
b l u e ;  A s p ,  G l u ,  r e d ;  A s n ,  G l n ,  p i n k ;  S e r ,  T h r ,  p u r p l e ;  P r o ,  c y a n ) .  
そのため、デコリンもまた馬蹄形に似たコイル構造をとると長年考えられてき
たが、デコリンは α－へリックス構造に乏しく、 R I の馬蹄形の構造よりもはるか
に湾曲が尐ないバナナ型の構造をとることが、近年明らかとなっている  (Fig .  1 .7 )  
2 0 )。この分子湾曲のバリエーションは、LRR の長さと凸面を構成する二次構造成
分の違いに起因する。  
デコリン、バイグリカン、ファイブロモジュリンなどいくつかの SLRP s は i n  
v i t ro でトランスフォーミング増殖因子 -β  (TG F-β )  と結合し、相互作用する 2 1 )。
中でもデコリンは、T G F-β 依存性のチャイニーズハムスター卵巣細胞  (CHO 細胞 )  
の増殖を妨げ、実験的糸球体腎炎を伴う ラットへの投与でマトリックスの異常沈
着を防ぐことから、i n  v ivo においても TGF-β 活性に影響を及ぼすことが明らかと
なっている。さらに、 SLRP s はコラーゲン、ファイブロネクチン、トロンボスポ
ンジンなど様々な細胞外マトリックスタンパク質とも相互作用し 2 2 - 2 4 )、とりわけ
コラーゲンとの相互作用については多くの報告がある。クラスⅠ ,  Ⅱ ,  Ⅳ  SLRPs
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の多くは、 LRR ドメインを通じてコラーゲンに結合する能力を共有して いるが、
中でもデコリン、ファイブロモジュリン 、ルミカンは、各々皮膚、腱、角膜の特
別な結合組織において正常なコラーゲン線維構造の形成に必要であ り 1 4 ,  2 5 )、 i n  
v ivo と in  v i t ro の両面からコラーゲン線維構造の形成・調節に重要である。  
 デ コ リ ン は 、 溶 液 中 で 単 量 体 の 凹 面 側 を 通 じ て 二 量 体 を 形 成 し て い る  (Fig .  
1 .8A)  
2 6 )。凹面側を通じた分子の自己認識は、 LRR タンパク質の新たな特徴であ
り、他の SLRP s であるバイグリカンやコンドロアドヘリン、オプチシンもまた溶
液中で二量体構造をとることが報告されている 2 7 - 2 9 )   。デコリン二量体において
相互作用する主なアミノ酸残基は、バイグリカンやアスポリンにおいても保存さ
れており  (Fig .  1 .8B )、アスポリンもまた同様の様式で二量体を形成している可能
性が高い 2 0 ,  2 6 )。  
F i g .  1 . 7  C o m p a r i s o n  o f  t h e  m o l e c u l a r  c u r v a t u r e  b e t w e e n  a n  i n d i v i d u a l  
m o n o m e r  f r o m  t h e  d e c o r i n  c r y s t a l  s t r u c t u r e  a n d  t h e  c e n t r a l  1 2  r e p e a t s  
o f  t h e  R N I  s t r u c t u r e  
2 0 )
.  
The α - h e l i c e s  (re d  r i b b o n s ) ,  β - s t r a n d s  (gr e e n  a r r o w s ) ,  s e g m e n t s  o f  
p o l y p r o l i n e  I I  h e l i x  (p i n k  t u b e s ) ,  shor t  segment s  o f  β - t u r n s  a n d  3 1 0  h e l i x  
t u r n s  (o r a n g e  r i b b o n s ) ,  d isu l f ide  bonds  (ye l low s t i cks )  a re  i n d i c a t e d .  
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(A)                (B)  
F i g .  1 . 8  Struc ture  of  decor in .  
A ,  R ibbon  d iag ram o f  the  d imer ic  s t ruc tu re  o f  deco r in  LRR doma in .  The  α - he l ica l  tu rns  
(red  r ibbons ) ,  β - s t rands  (green  arrow s ) ,  segment s  o f  po lyp ro l ine  I I  he l ix  (pink  tubes ) ,  
shor t  segmen ts  o f  β - t u rns  and  3 1 0  he l ice s  (orange  r ibbons ) ,  d isu l f ide  bonds  (ye l low 
s t ick s )  a re  ind ica ted .  B ,  Two -d imens iona l  represen ta t ion  of  the  sur face  res idues  a t  the  
concave  s ide  o f  c la ss  I  SLRPs .  Ye l low,  re s idues  fu l ly  conserved  in  a l l  th r ee  SLRPs;  
g reen ,  par t ia l ly  conserved  res idues ;  b lack  ou t l ine ,  the  foo tp r in t  o f  t he  deco r in  
d imer iza t ion  in te r face .  The  re l a t ive  pos i t ions  and  d i rec t ions  o f  the  14  β - s t rands  tha t  




1 .4  アスポリンの機能  
 
アスポリンは新たなクラスⅠ SLRP サブファミリーのメンバーとして 2001 年に
初めて報告された 3 0 ,  3 1 )。アスポリンは、プロペプチド推定領域、 CX 3 CXCX 6 C の
システインクラスタースペース を保った N 末端の 4 つのシステイン残基、10 個の









損マウスは、軽度の変形性関節症  (Os teoar th r i t i s ,  O A)  の表現型を示す 3 2 )。また、
ファイブロモジュリンとバイグリカンの複合欠損マウスも重症な早発性 OA とな
る 3 3 )。さらに、アスポリン mRNA が OA 患者の関節軟骨で大量に発現しているこ
とから、木澤らはアスポリンを OA の候補遺伝子であると考えた 3 4 )。アスポリン
遺伝子領域内にある マイナーアレル頻度が 5%以上の 8 つの多型について遺伝子
型を同定し相関解析を行ったところ、 N 末端領域のアスパラギン酸の繰り返し多
型が OA と相関することが明らかとなった  (Tab le  1 . 1 )。アスポリン D14 多型の頻
度は OA 患者で有意に高く、D14 アレルの保有者は OA のリスクが約 2 倍となる。
また、コホート OA 集団  (Fig .  1 .9A)、一般 OA 集団  (Fig .  1 .9B)  ともに D14 アレ
ルの保有者頻度は膝関節 OA の重症度に伴い上昇する傾向にある。別の民族グル
ープである中国人で もアスポリンと OA との強い相関が再現された 3 5 )。しかし、
スペイン人では相関が認められず 3 6 )、イギリス人やギリシャ人でも OA 患者で
D14 多型頻度が高いという同じ傾向が認められたものの一部の亜集団でしか相関
は認められなかった 3 7 ,  3 8 )。  
このように、欧米人を用いた研究結果はまちまちであったが、異なる研究を統
合するメタ解析を用いたところ、欧米人においてもアスポリンと OA との相関が
認められることが分かった 3 9 )。さらに、 OA だけでなく関節リウマチ  (RA)  患者
においても D14 多型の頻度が有意に高いことが明らかにされている 4 0 )。  
アスポリンは、軟骨細胞の主要な成長因子である TG F-β による軟骨の分化誘導
および基質産生を強く抑制するため  (Fig .  1 .10， Fig .  1 .11)、 T G F-β の機能を抑制





T a b l e  1 . 1  A s s o c i a t i o n  o f  D - r e p e a t  p o l y m o r p h i s m  i n  a s p o r i n  w i t h  o s t e o a r t h r i t i s  o f  t h e  k n e e  a n d  h i p  j o i n t s  
i n  J a p a n e s e  i n d i v i d u a l s  
3 4 )
.
Group compared P-value OR 95%CI P-value OR 95%CI P-value OR 95%CI
Cohort KOA vs non-OA 0.0017 2.61 1.4-4.8 0.0013 2.49 1.4-4.4 0.00082 2.63 1.4-4.7
General KOA vs control 0.016 1.73 1.1-2.7 0.018 1.66 1.1-2.5 0.0089 1.77 1.1-2.7
Combined KOA vs non-OA+control 0.00025 1.95 1.4-2.8 0.00024 1.87 1.3-2.6 0.000066 2.00 1.4-2.8
HOA vs control 0.0039 1.84 1.2-2.8 0.0078 1.70 1.1-2.5 0.0081 1.71 1.1-2.6
*Number of individuals who are heterozygous or homozygous with respect to the allele encoding the D14 variant.
CI, confidence interval; HOA, hip osteoarthritis; KOA, knee osteoarthritis; OA, osteoarthritis; OR, odds ratio.
D14
*




Fig .  1 .9   The f requency  of  indiv idua ls  w ith  the  D14 var iant  o f  ASPN corre late s  
w ith  radiograph ic  sever i ty  o f  knee  os teoarthr i t i s  
3 4 )
.  
Fig .  1 .10   Asporin  inhib i ts  TGF -β1 - induced and non induced express ion  of  
cart i lage  matr ix  genes  in  ATDC5 ce l l s  
3 4 )
.  
Ce l l s  were  t rea ted  wi th  recombinan t  mouse  aspo r in .  Af te r  24  h ,  the  cu l tu re  med ium 
was  rep laced  wi th  D MEM -F12  con ta in ing  0 .2% FBS  and  ITS.  Af te r,  12  h ,  ce l l s  were  
t rea t ed  wi th  (b lack  bars ,  10  ng /ml )  o r  wi thout  TG F-β1  (whi te  bars )  fo r  ano the r  16  h .  




































































Fig .  1 .11   Aspor in  D14 inh ib i ts  T GF -β1- induced express ion  of  cart i lage  mark er 
genes  more  s trongly  than aspor in  D13  
3 4 )
.  
Cel l s  we re  t ransfec ted  wi th  pcDNA3.1( - )  a spor in  con ta in ing  D13  or  D14.  Af te r  24  h ,  
the  cu l tu re  med ium was  rep lac ed  wi th  DMEM -F12 con ta in ing  0 .2% FBS and  ITS.  Af te r  
12  h ,  ce l l s  we re  t rea ted  wi th  ( b lack  bars ,  10  ng /ml )  o r  wi thout  TG F -β 1  (whi te  bars )  fo r  
ano ther  16  h .  Resu l t es  a re  shown for  the  mean  ±  S .E .  in  quadrup l i ca te  expe r imen ts .  
 
1 .5  TGF-β と骨・関節疾患発症の関連性  
 
TGF-β は、 in  v ivo および  in  v i t ro で軟骨のプロテオグリカン合成を促進し、軟
骨に有益な効果をもたらす。正常軟骨では、軟骨マトリックス分子の合成と破壊
が軟骨細胞によって制御されている。 IL-1 や腫瘍壊死因子 α  (TNF-α )  などの異化
因子は、 OA における関節損傷の主要な介在物質であると考えら れ、軟骨細胞に
おいて一酸化炭素やマトリックスメタロプロテアーゼ  (細胞外マトリックス分解
酵素 )、アグリカナーゼの生産を高め、コラーゲンやプロテオグリカンの合成を抑
制することによって軟骨の破壊を引き起こす。 TG F-β は、 IL-1 や TN F-α による
MMP 依存性のコラーゲン分解を妨げるだけでなく、コラゲナーゼの発現や分泌を
減尐させ、マトリックスメタロプロテアーゼ合成阻害物質を誘導することによっ
て異化因子の作用を弱めることができる。また、 TG F-β は、 IL-1 自体の作用だけ
でなく、IL-1 受容体である IL-1R の発現を低下させ IL-1 受容体のアンタゴニスト
である IL-1Rα の発現を上昇させることによって IL-1 シグナルを抑制することが
できる。したがって、 TG F-β の欠損はマトリックス堆積の減尐を引き起こし、異
化因子による刺激を抑制する能力が劇的に低下する。  
TGF-β1 欠損マウスは、約半数が胚性致死となるが、生存したマウスも重篤な炎










































































































である TG F-β2 あるいは TG F-β 3 遺伝子のノックアウトマウスでも多くの発達異常
や周産期死亡がみられる。特に TG F-β 2 欠損マウスは、骨格要素に多くの構造欠
陥がみられ、関節弛緩症となることから、TG F-β2 も骨格の発達に関与することが
明らかとなっている 4 3 )。さらに、TG F-β のシグナル伝達分子である S mad3 の遺伝
子欠損マウスが関節軟骨の進行性消失、骨棘の形成、Ⅹ型コラーゲンの発現上昇
に特徴付けられるヒトの OA とよく似た変性関節疾患を起こすこと 4 4 )や機能阻害
型の TG F-βⅡ型受容体を過剰発現させたマウスがヒトの OA と非常によく似た進
行性の骨格変性を起こすこと 4 5 )、老齢マウスの軟骨における TGF-β 受容体の減尐
が OA へと発展する傾向にあること 4 6 )、O A モデルマウスで Smad2 を介した TG F-β
シグナルの減尐が見られること 4 7 )などから、軟骨細胞における TG F-β シグナルの
抑制は軟骨細胞の分化の異常を引き起こし OA を発症させる。このように、 OA
は軟骨の整合性を維持する異化因子と同化因子のバランスが崩れ、異化刺激の上
昇 と 同 化 刺 激 の 低 下 を 通 じ て 異 化 側 に 移 行 し て い る 状 態 で あ り 、 TG F-β お よ び
TGF-β シグナルが、骨・軟骨形成および分化において重要 な役割を果たしている
ことは明らかである 4 8 )。  
また、 TG F-β 遺伝子の変異が骨・関節疾患と相関することも報告されている。
TGF-β のシグナル配列領域にある 29 番目の塩基が T から C に変わる多型  (T29→
C) は、日本人女性の変形性脊椎症 4 9 )および後縦靭帯骨化症 5 0 )の罹患率の上昇に
関連する。この TG F-β の多型は、閉経後日本人女性の骨密度および骨折リスクと
も関連しており、T アレル  (T29)  は骨粗鬆症の遺伝子感受性を高める危険因子の
一つである 5 1 )。さらに、稀な常染色体優性遺伝病の Camura t i -Enge lmann  (カムラ
チ ･エンゲルマン )  症候群においても TG F-β 活性と骨量の関連性が報告されてい
る 5 2 )。この患者の長管骨では骨硬化がみ られ、患者で認められた TG F-β１遺伝子
の変異は全て TG F-β１の活性を高めていた 5 3 ,  5 4 )。  
このように、 TG F-β は骨・軟骨形成および分化の主要制御因子であり、 TG F-β
シグナルの解明は、骨・関節疾患の発症機構を解明する上で 極めて重要である。  
 






細胞外マトリックスの複雑な相互作用を解明 することは OA の発症機構を解明す
る上で重要である。軟骨細胞の発生分化および機能に必須のマスター遺伝子とし




かである 5 6 )。軟骨組織の大部分を構成しているコラーゲンやアグリカンは SOX9




軟骨細胞株に SOX9 s iRNA を作用させ、SOX9 が LP をコードする遺伝子 CRTL1 の
転写調節に必須であることを明らかにした。また本論文では、CRTL1 の 5 ’非翻訳
領域内に 7 塩基の SOX9 結合配列を含んだ SOX9 依存性のエンハンサー配列が存
在することを明らかにし、LP が SOX9 の新たな標的分子であることを示した。こ
のことは、CRT L1 遺伝子産物の不足あるいは過剰な蓄積による骨および関節疾患





である。そこで、本論文ではまず、 in  s i tu  hybr id iza t ion および免疫染色法を用い
てアスポリンの転写・発現パターンを検討し、アスポリンが椎骨や長管骨の軟骨
膜に発現していることを明らかにした。 また本論文では、アスポリン と同じクラ
ス I  SLRP ファミリーに属する デコリンとバイグリカンが T G F-β による転写調節
を受けることが知られていたことから、アスポリンも TG F-β による転写調節を受
けているのではないかと考えた。  
本論文では、 TG F-β を添加し、軟骨細胞においてアスポリン遺伝子 ASPN の転
写が誘導されることを明らかにした。また、 TG F-β シグナルの下流に存在するシ
グナル伝達分子の Smad2 および Smad3 の s iRNA を作製し、T G F-β による ASPN の
転写が Smad2 ではなく Smad3 を介して調節されていることを明らかにした。さら
に、アスポリンは TG F-β に直接結合して TGF-β を介した軟骨マトリックス遺伝子
の転写を抑制することが知られている。しかし、結合領域に関する詳細な報告は
ない。そこで本論文では、複数のアスポリン部分タンパク質を作製し、競合結合
実験を行うことにより TG F-β との結合中心を特定した。アスポリンの TG F-結合
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2 .1  菌株  
 
2 .1 .1  供試菌株  
 遺伝子組換えの宿主大腸菌としては、 主として Escher ich ia  co l i  JM109  (Takara  
Bio ,  Sh iga ,  J apan )  を使用した。培地としては Lur ia -bro th  (LB)  培地を使用した。  
 
2 .2  DNA の調製および保存法  
 
2 .2 .1  プラスミド DNA 調製法 1 - 3 )  
 
 プラスミド DNA の調製は、抗生物質アンピシリン  (1 00  g/ml)  またはカナマイ
シン  (25  g/ml )  を添加した LB 培地を用いて 37℃で一晩培養した大腸菌からプ
ラスミド精製キットである Hispeed  p la smid  Mid i  k i t  (Q IAGEN,  Hi lden ,  Germany )  
を用いて行った。具体的には、 アンピシリンまたはカナマイシンを適量添加した
LB 培地 100  ml を三角フラスコに入れ、組換えプラスミドを保持した大腸菌を植
菌 し た の ち 、 37 ℃ で 一 晩 培 養 し た 。 培 養 後 の 溶 液 は 、 遠 心 チ ュ ー ブ  (Bec ton 
Dick in son ,  NJ )  に移し、遠心分離機 A lleg ra T M  6  cen t r i fuge  (Beckman cou l te r,  Tok yo ,  
J apan)  を用いて 4℃ ,  3000  rpm で 20 分間遠心分離した。沈殿として回収した大腸
菌の菌体に RNase  A を加えた P1 bu ffe r を添加した。 P1 buffe r の組成は、 50  mM 
Tr is -HCl 緩衝溶液  (pH8.0)  に 10  mM EDTA を添加したものである。溶菌させた大
腸菌については上述の Hispeed  p lasmid  Mid i  k i t の使用説明書に従って、 プラスミ
ド DNA の調製を行った。  
 
2 .2 .2  宿主大腸菌の低温保存法  
 
 組換え大腸菌の保存については、 LB 培地に植菌した後に 37℃で一晩培養した
培養液 500   l を 1 .5  ml マイクロチューブに移したのち、300   l の 50% (v /v)  g lycero l
溶液を加え、－ 80℃で低温保存した 1 ,  3 )。  
 
2 .2 .3  DNA の保存  
 




態で－ 30℃で低温保存した。TE bu ffe r の組成は、10  mM Tr i s -H Cl 緩衝溶液  (pH8.0 )  
に 1  mM EDTA を添加したものである 4 )。  
 
2 .3  DNA 解析法  
 
2 .3 .1  DNA のアガロース電気泳動法 1 - 3 )  
 
 DNA 断片の確認はアガロースゲルを用いた電気泳動により行った。確認したい
DNA 断片の長さにより、異なる濃度のアガロースゲル  (1－ 4% (w/v) )  を使用し、
2% (w/v)  以 下 の ア ガ ロ ー ス ゲ ル の 調 製 に は Ultra  Pure  Agarose  ( Inv i t rogen ,  
Car l sbad ,  CA)、 3% (w/v)  以上のアガロースゲルの調製には Nusieve  GTG agarose
および Seakem LE  agarose  (Lonza ,  Base l ,  Swi tze r land )  を 3： 1 の割合で使用した。
アガロースは、 1  x  T BE (89  mM Tr i s  Bora te ,  2  mM EDTA) に懸濁し、電子レンジで
加熱して溶解した。ゲルが固まらない程度に冷ました後、0 .3  g/ml となるように
エチジウムブロマイド  (E tBr )  を添加し、ゲルトレイに流し入れ た。さらに 、コ
ームを差し込み、室温で静置させて固化 させた。作製したアガロースゲルは、1  x  
TBE buffe r で満たした泳動槽に浸した後、1/10 倍量の 10  x  load ing  dye  (0 .25% (w/v)  
b rompheno l  b lue ,  0 .25% (w/v)  xylenecyano l ,  65% (w/v)  suc rose )  を加えた DNA 溶液
をアガロースゲルの ウェル注入し、 200  V 定電圧で電気泳動を行った。電気泳動
後のアガロースゲルは、トランスイルミネーター  (UVP,  3UV™  Trans i l lumina to r )  
上で紫外線照射して、ゲル撮影装置  (UVP,  Epi  chemi  I I  Dark room) を用いて撮影
した。  
 
2 .3 .2  PCR 法 4 ,  5 )  
 
 PCR 産物の調製は、 KOD plus  DNA polymerase  (TOYOBO,  Osaka ,  J apan)  を用い
て、使用に適した反応バッファーに鋳型 DNA、 PCR pr imer、 deoxyr ibonuc leo t ide  
t r iphospha te  (dNTP)、 KOD plus  DNA polymerase を添加し、サーマルサイクラーを
用いて PCR を行った。サーマルサイクラーとしては GeneAmp PCR sys tem 9700  
(Appl ied  Bio  Sys t ems,  Fos te r  C i ty,  CA)  を用いた。また、 PCR 産物を精製する場合
には、 PCR pur i f ica t ion  k i t  (Q IAGEN) を用い、製品の説明書に従って精製を行っ
た。  
 
2 .3 .3  アガロースゲルからの DNA 抽出法 3 ,  4 )  
 
 制限酵素で切断した DNA は、 EtBr を添加したアガロースゲル上で電気泳動に





フで分離し、 1 .5  ml 容マイクロチューブに採取した。 MinElu te  Gel  ex t rac t ion  Ki t  
(Q IAGEN) を用い、製品の説明書に従って、採取したアガロースゲル片から DNA
の抽出を行った。  
 
2 .3 .4  ライゲーション  
 
 制限酵素で切断したプラスミドベクターとインサート DNA のライゲーション
は Liga t ion  h igh  (TOYOBO) を用いて行った。通常は、16℃で 2～ 18 時間反応を行
った 1 )。  
 
2 .3 .5  大腸菌の形質転換 1 - 3 )  
 
 E.co l i  JM109  Competen t  C e l l s  (Taka ra  B io)  あ る い は  TOP10 Chemica l ly  
Competen t  E.  co l i  ( Inv i t rogen)  20   l を 1 .5  ml マイクロチューブに移したのち、プ
ラスミド DNA を添加し、ヒートブロックにて 42℃、 45 秒加熱処理することによ
って形質転換の操作を行った。氷上で 1 分間静置したのち、200   l の SOC 溶液を
添加し、 37℃、 220  rpm で  1 時間振盪培養した。その後、適当な抗生物質を含む
LB プレートにコンラージ棒を用いて塗布し、37℃で一晩培養し、増殖した集落を
形質転換された大腸菌として選択した。 SOC 溶液の組成は、 2% (w/v)  Tryp tone に
0 .5% (w/v)  Yeas t  ex t r ac t と 10  mM NaCl ,  2 . 5  mM KC l ,  10  mM MgSO 4 ,  10  mM MgCl 2 ,  
20  mM G lucose を添加したものである。  
 
2 .3 .6  DNA シークエンス解析法 4 )  
 
 精製した PCR 産物、あるいは構築したプラスミドの DNA シークエンスは、B ig  
D ye  Te rmina to r  C yc le  sequenc ing  k i t  (AB I ,  Fos te r  C i t y,  CA)  を用い、 AB I PRISM™  
3700  DNA ana lyze r および DNA Sequenc ing  Analys i s  So f tware  Ver.3 .6NT を使用して
解析を行った。  
 
2 .4  リアルタイム定量 PCR 法  
 
2 .4 .1  スタンダードの作製  
 
 ターゲット遺伝子のプライマーペアを設計し、 PCR を行った後、得られた PCR
産物を pCR2.1 ベクター  ( Inv i t rogen)  にクローニングした。インサートおよびベ




製、10 倍ずつ 1x10 5  cop ie s / l まで段階希釈を行った。作製した 1x10 5  cop ies / l 溶
液を 5 倍または 10 倍希釈して、2x10 4 および 1x10 4  cop ie s / l  溶液を作製し、さら
に、それらの溶液を 5 倍または 10 倍希釈して、 4x10 3、 2x10 3、 1x10 3  cop ies / l 溶
液を作製し、スタンダードとした。  
 
2 .4 .2  細胞培養  
 
 使用目的に応じた株化細胞は、理研バイオリソースセンター  (BRC、茨城 )、ヒ
ューマンサイエンス研究資源バンク (HSR RB、大阪 )  等から入手した。ヒト肝がん
細胞  (HuH-7 )、ヒト 子宮頚がん 細胞  (HeLa)、ヒト 胎児腎細 胞  (HEK293)  の汎用
細 胞 株 、 お よ び は ヒ ト 軟 骨 肉 腫 細 胞  (HCS2/8 )  は 、 Dulbecco ’s  Mod if ied  Eagle ’s  
Medium (DMEM) -h igh  g lucose に、ペニシリン  (50  un i t s /ml) ,  ストレプトマイシン  
(50  g/ml ) ,  10% (w/v)  血清  (FBS)  を添加した培地を用い、 CO 2 インキュベーター
内  (37 ℃ ,  5% (v /v )  CO 2 )  で 培 養 し た 。 ヒ ト 軟 骨 肉 腫 細 胞  (OUMS -27)  は 、
DMEM-h igh  g lucose にカナマイシン  (50  g/ml) ,  10% (w/v)  FB S を添加した培地で
培養した。  
 
2 .4 .3  全 RNA の調製  
 
 細胞に I sogen を適量加え、ホモジナイ ザーにより破砕した後、クロロホルムを
加えて遠心分離した  (4℃ ,  14 ,000  rpm,  20  min ) 6 )。上清を新しい 1 .5  ml マイクロチ
ューブに移した後、 SV Tota l  RNA Iso la t ion  Sys tem (P romega ,  Madison ,  WI)  を用い
て、製品の説明書に従って、全 RNA の抽出と精製を行った。  
 
2 .4 .4  リアルタイム定量 PCR 4 ,  5 )  
 
 Taqman  core  reagent  k i t  (AB I)  を用いて、逆転写反応を行い、抽出した全 RNA
から cDNA を作製した。作製した cDNA を鋳型とし、 Quant iTec t  SYBR Green  PCR
試薬  (Q IAGEN) を用いて、反応溶液を調製し、ABI PR ISM 7700  Sequence  Detec t ion  
Sys tem を用いて SYB R Green  I の蛍光を検出した 7 ,  8 )。定量的 P CR の条件は、94℃
で 15 分反応させた後、 94℃ ,  30 秒、 55℃ ,  30 秒、 72℃ ,  30 秒の 3 ステップを 40
サイクル行った。  
 
2 .5  ルシフェラーゼレポーターアッセイ 4 )  
 





 調べたいプロモーター領域の DNA については、適当な制限酵素サイトを付加
した PCR プライマーを用いて増幅し、ルシフェラーゼ遺伝子が組込まれたレポー
ターベクター・ pG L3 -Bas ic  (P romega )  にクローニングした。  
 
2 .5 .2  培養細胞へのトランスフェクション  
 
 培養細胞は、トランスフェクションを行う前日に、細胞数 5 .0x10 4  ce l l s /wel l と
なるように 24we l l プレートに播種した。トランスフェクション試薬には Fugene6  
(Roche  Appl ied  Sc i ence ,  Base l ,  Swi tze r land)  または Trans IT-LT 1 (Mi rus)  を使用し
た。  
 Fugene6  によるトランスフェクション は以下のように行った。 1  wel l につき、
DMEM 培地  50   l をマイクロチューブに分注し、 Fugene6  0 .6   l を培地に加え、
タッピングにて混合した。室温で 5 分間放置した後、レポータープラスミド  200  ng
と内部コントロールベクター  pR L-T K 4  ng を加え、タッピングにて混合し、さら
に室温で 20－ 30 分放置した。その後、混合液を各 wel l に滴下した。  
 Trans IT-LT1 によるトランスフェクションは以下のように行った。1  wel l につき、
DMEM 培地  50   l をマイクロチューブに加え、 Trans IT-LT1  1 .5   l を培地に加え、
タッピングにて混合した。室温で 10 分間放置した後、レポータープラスミド  500  
ng と内部コントロールベクター  pR L-T K 6  ng を加え、軽く混合した後、室温で
20 分放置した。その後、混合液を各 wel l に滴下した。  
 トランスフェクション後の培養細胞は、 37℃ ,  CO 2 インキュベーターで 48 時間
培養した。  
 
2 .5 .3  培養細胞からの抽出液調製および転写活性測定  
 
 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 細 胞 か ら 培 養 液 を 吸 引 除 去 し 、 phospha te -bu ffe red 
sa l ine  (PBS)  1  ml で 2 回細胞表面の洗浄を行った。 PBS を吸引除去した後、細胞
溶解液を 100   l 適量加え、室温で 15 分間振盪した。上清を測定用チューブに採
取し、ピッカジーンデュアル・シーパンジー試 薬  (TOYO B-ne t ,  Tokyo ,  JAPAN)、
ルミノメーター  (EG&G BERTHOLD ,  Lumat  LB9507)  を用いて転写活性測定を行
った。 PBS 緩衝液の組成は、 1  L 当たりの蒸留水に 0 .2  g  KC l と 8  g  NaCl ,  0 .2  g  
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第 3章   Car t i lage  l ink protein  (CRTL1 )  の転写調節の解明  
 












特 異 的 に 発 現 さ せ る こ と に よ り 、 CRTL1 欠 損 マ ウ ス の 周 産 期 死 亡 率 は 低 下 し 、





 本章では、 CRTL1 の転写調節機構の解明を目的として、軟骨特異的転写因子で
ある SOX タンパク質による CRTL1 の転写調節について検討した。  
 
3 .2  実験方法  
 
3 .2 .1  細胞培養  
 
 ヒト間葉系幹細胞  (hMSC)およびヒト線維芽細胞  ( hDFB)  は Cambrex 社  (Eas t  
Ruthe r fo rd ,  NJ )  から入手し、 MSC 専用培地  (Cambrex)  あるいはペニシリン  (50  
un i t s /ml ) ,  ストレプトマイシン  (50  g /ml ) ,  10% (w/v )  FBS を添加した DMEM-high  
g lucose 培地を用いて各々培養した。培地は 3－ 4 日に一度交換し、サブコンフル
エントになった状態で継代培養した。  
 
3 .2 .2  プラスミドベクターおよびアデノウイルスベクターの作製  
 
 SOX9 および L-SOX5、 SOX6 は PCR で増幅し、得られた PCR 産物の DNA 塩基




現用ベクターにクローニングした。 SOX9、 L-SOX5、 SOX6 のアデノウイルス発現
ベクターは、 AdenoX expres s ion  sys t em (Clon tech ,  Pa lo  Al to ,  CA)  を用い、製品の
説明書に従って作製した。作製したベクターは、 PI -Sce  I および I -Ceu  I で二重消
化した後、電気泳動にてインサートの大きさを確認した。  
 
3 .2 .3  アデノウイルス溶液の調製  
 
 作製したアデノウイルスベクターは、大腸菌を宿主として大量調製した。ベク
ター 5  g を Pac I で切断した後、QIAEXII  (QIAGEN) を用いて精製した。精製した
ベクターは、Fugene6  (2 .5 .2 )  を用いて HEK293 細胞にトランスフェクションした。
AdenoX express ion  sys t e m (C lon tech )  を用い、製品の説明書に従って高力価アデノ
ウイルス溶液を作製したのち、 AdenoX v i ru s  pu r i f i ca t i on  k i t  (C lon tech )  を用いて
精製した。精製したアデノウイルス溶液は、AdenoX rap id  t i t e r  a s say  k i t  (C lon tech )  
を用いて力価測定を行った。  
 
3 .2 .4  アデノウイルスの導入  
 
 コンフルエントになった hMSC あるいは hDFB に高力価アデノウイルス  (MOI
＝ 50)  を感染させ、2 日後に細胞を回収し、遠心によりペレット  (5x10 5  ce l l s / pe l l e t )  
を作製した。ペレットは、無血清 DMEM-high  g lucose 培地で 3、 7、 14、 21 日間
培養したのち、全 RNA を抽出し、リアルタイム PCR にて mRNA の転写量を測定
した。また、 hMSC の 3 次元培養には、 3D-Co l lagen  ge l  ma t r ix  sys te m (Mi l l i po re ,  
B i l l e r i ca ,  MA)  を用いた。各 SOX アデノウイルスを導入し、 2 日間感染させた培
養細胞は、コラーゲンゲルマトリックスを含む DMEM 培地に 2 .5x10 5  ce l l s / cm 2 と
なるように播種した。無血清 DMEM-high  g lucose 培地で 7、 14、 21 日間 3 次元培
養したのち、細胞を回収し、全 RNA を抽出してリアルタイム PCR にて mRNA の
転写量を測定した。  
 
3 .2 .5  ルシフェラーゼマルチリピートレポーターベクターの作製  
 
 45  bp  ( -126－ -82 )  あるいは 29  bp ( -110－ -82 )  の MluI 制限酵素サイトを両末端
に付加したオリゴヌクレオチドを合成  ( Inv i t rogen )  し、 pGL3 bas i c ベクターにク
ローニングした。得られたルシフェラーゼレポーターベクターを再度 MluI で制限
酵素処理したのち、合成オリゴヌクレオチドをライゲーションした。この操作を






3 .2 .6  s iRNA 発現ベクターの作製  
 
 RNA 干渉の標的配列の選択には smal l  in te r fe r ing  RNA t a rge t  de s ign  on l ine  t oo l  
(Taka ra  B io ,  www. t aka ra -b io .co . jp / rna i / i n t ro .h t m)  を 使 用 し た 。 さ ら に 、 NCBI の
BLAST 検索を用いて、標的配列の特異性を確認した。3 種類の標的配列を選択し、
pSi l ence r2 .1 -U6  neo  exp ress ion  vec to r  k i t  (Ambion ,  Aus t in ,  TX)  を用いて、製品の説
明書に従って s iRNA 発現ベクターを作製した。最も効果の高かった s iRNA ベクタ
ーをその後の評価に使用した。  
 SOX9 の標的配列は、 5’ -AACTCCAGCTCCTACTACAGC-3’とした。  
 
3 .2 .7  培養細胞への s iRNA の導入  
 
 OUMS-27 細胞は、トランスフェクションを行う前日に 5 .0x10 4  ce l l s /we l l となる
ように 12wel l プレートに播種した。 Fugene6  (2 .5 .2 )  を用いて、 SOX9  s iRNA ベク
ターあるいは対照として空ベクター  1  g をトランスフェクションした。 s iRNA
導入 48 時間後に細胞を回収し、全  RNA を抽出してリアルタイム PCR にて mRNA
の転写量を測定した。  
 
3 .2 .8  リアルタイム PCR 
 
 リアルタイム PCR による CRTL1 および SOX9  mRNA の転写量の測定には、つぎ
のプライマーペアを用いた。  
CRTL1 :  5 ’ -TCACACAGAGGTGGCAATGT-3’ ,  5 ’ -TGCCTCCCTTCAGAAACACT-3’  
SOX9 :  5 ’ -CATGAGCGAGGTGCACTCC-3’ ,  5 ’ -TCGCTTCAGGTCAGCCTTG-3’  
 
3 .3  実験結果  
 
3 .3 .1  非軟骨系細胞株における SOX9 による CRTL1 の転写誘導  
 
 軟骨マトリックス遺伝子の一つである CRTL1 が軟骨の key  regu la to r である転写
因子 SOX9 によって転写誘導されるか検討した。 CRTL1  mRNA の転写誘導を見や
すくするため、アッセイには内在性の CRTL1 転写量が低い非軟骨系細胞株 HuH-7
を用いた。トランスフェクションにより SOX9 を細胞内に強制発現させた後、 24
－ 96 時間後に細胞の全 RNA を回収し、 CRTL1  mRNA の転写量を調べたところ、
72 時間後に有意な上昇が認められ、 96 時間ではさらに顕著に上昇した  (F ig .  1 )。
つぎに、L-SOX5 および SOX6 が、SOX9 の活性化補助因子として他の細胞外マト




ン  (Agc1 )  等の転写活性を促進することから、 L-SOX5 および SOX6 の強制発現を
行い、 CRTL1  mRNA の転写量を測定した。各々を単独で強制発現した場合には、
CRTL1  mRNA の転写量の上昇が認められなかった。しかし、 L-SOX5 ,  SOX6 ,  SOX9
を 同 時 に 強 制 発 現 し た 場 合 に は 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 48 時 間 後 に 、 CRTL1  
mRNA の転写量が有意に上昇し、72 時間ではさらに顕著な上昇が認められた  (F ig .  
3 .1 )。以上より、SOX9 は CRTL1  mRNA の転写を誘導し、L-SOX5 および SOX6 は、
SOX9 の活性化補助因子として CRTL1 の転写誘導に関与していることを明らかに
した。  
F ig .  3 .1   CRTL1  i s  induced  by  SOX9 in  the  non-chondrocyt i c  ce l l  l ine  HuH-7 .  
Tota l  RNA was  i so l a t ed  f rom HuH-7  ce l l s  fo l lowing  t rans ien t  t r ans fec t ion  o f  g reen  
f l uo rescen t  p ro te in  (open  c i rc l es ) ,  SOX5 (c losed  c i rc le s ) ,  SOX6 (open  d iamonds ) ,  
SOX9 (c losed  squares ) ,  and  SOX9 wi th  SOX5 and  SOX6 (open  t r iang les ) .  The  
endogenous  CRTL1  mRNA leve l s  were  quan t i f i ed  by  SYBR Green  r ea l - t ime  PCR and  
no rma l ized  to  GAPDH  mRNA.  The  va lues  rep resen t  the  means  ±  s t anda rd  dev ia t ions  
(S .D. )  o f  quad rup l i ca t e  measu remen t s .  
 
3 .3 .2  間葉系幹細胞および皮膚線維芽細胞における SOX9 による CRTL1 の転写誘
導  
 
 SOX9 による CRTL1 の転写誘導が、ある種の細胞株のみで起こるのかどうかは
不明であったため、他の細胞株を使用して再検討した。まず、未分化間葉系幹細























量の上昇が認められた。さらに、強制発現 3 週間後まで経時的に CRTL1  mRNA の
転写量が上昇した  (F ig .  3 .2A)。しかし、 SOX9 の活性化補助因子である L-SOX5
あるいは SOX6 を単独で強制発現した場合には、 CRTL1  mRNA の転写は、強制発
現 3 週間後にわずかな上昇が認められる程度であった  (F ig .  3 .2A)。一方、L-SOX5 ,  
SOX6 および  SOX9 を同時に強制発現した場合には、 CRTL1  mRNA の転写量の上
昇が顕著に認められた。しかし、 SOX9 を単独 で強制発現した場合に比べ、有意
な上昇は認められなかった。つぎに、分化した間葉系細胞の皮膚線維芽細胞を用
いて SOX9 を強制発現したところ、皮膚線維芽細胞においても強制発現 3 日後に
CRTL1  mRNA の転写量の上昇が認められ、強制発現 3 週間後まで経時的に CRTL1  
mRNA の転写量が上昇した  (F ig .  3 .2B)。しかし、 L-SOX5 ,  SOX6 および SOX9 を同
時に強制発現した場合と SOX9 を単独で強制発現した場合とでは、 CRTL1  mRNA
の転写量に差は認められなかった。さらに、より生体内の状態に近い培養法であ
る 3D 培養を行い、 CRTL1  mRNA の転写量の変化を調べたところ、ペレット培養
とは対照的に、 SOX9 を単独で強制発現するより L-SOX5 ,  SOX6 および SOX9 を同
時に強制発現した場合の方が CRTL1 mRNA の転写量が著しく上昇した  (F ig .  3 .3 )。
いずれの場合にも SOX9 が CRTL1  mRNA の転写を誘導することを支持しており、
SOX9 が CRTL1 の主要な転写調節因子の一つであることが明らかとなった。  
F ig .  3 .2   CRTL1  i s  induced by  SOX genes  in  human mesenchymal  s tem ce l l s  
(hMSC)  and  human adul t  dermal  f ibrob las t s  (hDFB)  in  pe l l e t  cu l ture .  
Transduc t ion  o f  adenov i ru ses  wi th  L-SOX5,  SOX6 and  SOX9,  each  o r  in  co mbina t ion  
(3SOX ) ,  fo r  3days  (b lue  bars ) ,  1  week  (red  bars ) ,  2  weeks  (ye l low bars ) ,  and  3  weeks  
(green  bars ) ,  in  hMSC (A )  and  hDFB (B )  c e l l s .  CRTL1 mRNA leve l s  were  quan t i f i ed  by  
SYBR Green  rea l - t i me  PCR and  no rma l i zed  to  GAPDH  mRNA.  The  va lues  repre sen t  t he  
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F ig .  3 .3   CRTL1  i s  induced  by  SOX genes  in  hMSC and  hDFB in  three -d imens iona l  
cu l ture .  
Transduc t ion  o f  adenov i ru ses  wi th  L-SOX5,  SOX6 and  SOX9,  each  o r  in  co mbina t ion  
(3SOX ) ,  fo r  1  week  ( red  bars ) ,  2  weeks  (ye l low bars ) ,  and  3  weeks  (green  bars ) ,  in  
hMSC (A )  and  hDFB (B )  ce l l s .  CRTL1 mRNA leve l s  were  quan t i f i ed  by  SYBR Green  
rea l - t i me  PCR and  no rma l ized  to  GAPDH  mRNA.  The  va lues  r ep resen t  the  means  ±  S .D .  
o f  quad rup l i ca te  measure men t s .  
 
3 .3 .3  SOX9  s iRNA による CRTL1 の転写抑制  
 
 低分子干渉 RNA (s iRNA)  法を用いて、CRTL1 の転写に SOX9 が必須であるかど
うかを検討した。アッセイには、 SOX9 および CRTL1 の転写が豊富に認められる
ヒト軟骨肉腫細胞株、OUMS-27 細胞を用いた。Fig .  3 .4 に示すように、SOX9 の転
写量の低下に伴い、 CRTL1 の転写量が低下した。このことから、 SOX9 の転写が
CRTL1 の転写維持に必須であることが明らかとなった。  
 
3 .3 .4  CRTL1 のプロモーター解析  
 
 SOX9 は転写因子であることから、 CRTL1 の転写を直接調節している可能性が
ある。そこで、 CRTL1 の 5’フランキング領域の転写活性に対する SOX9 の影響を
検討した。活性の変化を見やすくするため、アッセイには 3 種類の非軟骨系細胞
株を用いた。まず、5’非翻訳領域を含む 1 .2  kb の領域をクローニングし、CRTL1
の転写活性を調べたところ、 SOX9 強制発現により CRTL1 の転写活性が著しく上
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ことが明らかとなった。 SOX9 による 転写調節領域を特定するため、様々な長さ
のプロモーター領域をクローニングした複数のレポーターベクターを作製した。
SOX9 強制発現による CRTL1 の転写活性について調べたところ、5’非翻訳領域を
削除したベクターでは、 CRTL1 の転写活性が著しく低下していた。そこで、 5’
非翻訳領域の 5’側から部分的に削った複数のレポーターベクターの転写活性を
比較したところ、＋ 117－＋ 177 の領域を欠失させることによって活性が著しく低
下することが明らかとなった。このことから、＋ 117－＋ 177 の領域に SOX9 によ
る転写調節領域が存在することが明らかとなった  (F ig .  3 .6 )。  
 
 
F ig .  3 .4   RNAi  for  SOX9  reduces  CRTL1  t ranscr ipt ion .  
OUMS-27  ce l l s  were  t r ans fec t ed  wi th  a  pS i l ence r  exp ress ion  vec to r  con ta in ing  a  21 -n t  
ha i rp in  RNA co r respond ing  to  SOX9  mR NA (whi te  bars ) ,  o r  wi th  a  con t ro l  vec to r  
(b lack  bars ) .  RNAs  were  p repa red  f ro m t r ans fec t ed  ce l l s  a f t e r  2  days .  SOX9  and  CRTL1  
mRNAs were  quan t i f i ed  by  SYBR Green  rea l - t i me  PCR and  norma l i zed  to  GAPDH  
mRNA.  The  va lues  repre sen t  t he  means  ±  S .D.  o f  quad rup l i ca te  measure me nts  and  a re  
shown  a s  a  r a t io  o f  expre ss ion  l eve l  ob ta ined  wi th  the  con t ro l  vec to r.  ** ,  P < 0 .01 ;* ,  P 

























Fig .  3 .5   The  1 .2 -kb  fragment  conta in ing  the  promoter  and  5 ’ -untrans la ted  
reg ions  o f  CRTL1  i s  t ranscr ip t iona l ly  ac t iva ted  by  SOX9 in  non-chondrocyt i c  ce l l  
l ines .  
The  repo r t e r  p l asmid ,  pCRT1,  was  co - t r ans fec t ed  wi th  SOX9 in to  HuH-7  (whi te  bars ) ,  
HeLa  (b lack  bars ) ,  and  HEK293  (gray  bars )  ce l l s .  
F ig .  3 .6   Loca l i za t ion  o f  the  CRTL1  promoter /enhancer ac t iv i ty  wi th in  the  1 .2 -kb  
fragment .  
CRTL1  r epor te r  gene  cons t ruc t s  and  the i r  l uc i f e ra se  ac t iv i t i e s  in  the  p re sence  o f  SOX9 
a re  shown.  Var ious  s i ze s  o f  the  p romote r / enhance r  f r agment s  (b lack  bars )  we re  c loned  
ups t rea m of  t he  luc i f e rase  gene  (whi te  arrows )  in  the  pGL3  repo r te r  vec to r.  The  
pos i t ions  o f  t he i r  f i r s t  and  l a s t  nuc l eo t ides  r e l a t ive  t o  the  t ransc r ip t ion  s t a r t  s i t e  (+1 )  
o f  the  CRTL1  gene  (NM_001884 .1 )  a re  ind i ca t ed  above  the  ba r s .  Luc i fe rase  ac t iv i t i e s  
a re  p re sen ted  a s  means  ±  S .D .  and  no rma l i zed  to  1  fo r  the  ac t i v i ty  ob ta ined  wi th  the  
pCRT1 cons t ruc t .  Resu l t s  a re  shown  fo r  fou r  i ndependen t  cu l tu re s  t e s t ed  in  two  































 プロモーター解析により特定した SOX9 転写調節領域  (+117－ +177)  の塩基配
列 を 確 認 し た と こ ろ 、 +120 － +126 の 領 域 に SOX 結 合 の コ ン セ ン サ ス 配 列  
(A /T) (A/T)CAA(A/T)G に極 め て類似 す る配列  CACAAAG が存在 し た。そ こ で、
この SOX9 エンハンサーエレメントと推定される 7  bp およびその周辺配列を含む
35  bp のオリゴヌクレオチドを複数重ねたマルチリピートベクター  (正常型 ;  WT)  
を作製し、 SOX9 発現ベクターと共導入したところ、エンハンサーエレメントの
リピート数に依存して活性が上昇した。また、リピート数に依存した活性の上昇
は、複数の非軟骨系細胞株で再現された  (F ig .  3 .7B)。さらに、 SOX9 エンハンサ
ーエレメント配列に 3 カ所変異を挿入したオリゴヌクレオチド CACGCAT を複数
重ねたマルチリピートベクター  (変異型 ;  m-1 )  を作製し、SOX9 発現ベクターと共
導入したところ、変異型のマルチリピートベクターでは正常型のマルチリピート
ベクターに比べ、転写活性が著しく低下した  (F ig .  3 .7C)。  
 このことから、 SOX9 が特定したエンハンサーエレメント CACAAAG を介して





クターでは、エンハンサー活性の上昇がほとんど認められなかった  (F ig .  3 .8 )。以
上より、SOX9 は、軟骨細胞である OUMS-27 細胞においても直接 CRTL1 の転写を
調節していることを明らかにした。  
 
3 .3 .5  SOX9 の結合する DNA 領域に関する解析  
 
 特定した SOX9 エンハンサーエレメント CACAAAG (+120－ +126)  およびその
周辺塩基配列を含む 35  bp のオリゴを合成し、ゲルシフト解析  (EMSA)  を行った
ところ、DIG ラベルした野生型オリゴプローブ  (WT)  に SOX9 が結合し、DNA－
SOX9 タンパク質複合体を形成することが明らかになった  (F ig .  3 .9A,  l ane  1 )。ま
た、ラベルしていない野生型オリゴプローブを過剰に加えると DIG ラベルしたオ
リゴ DNA と SOX9 の結合が阻害され、DNA－タンパク質複合体のバンドが消失し
た  (F ig .  3 .9A,  l ane  2 )。さらに、 SOX9 特異的なモノクローナル抗体を加えたとこ
ろ 、 DNA－ SOX9 タ ン パ ク 質 複 合 体 の ス ー パ ー シ フ ト が 認 め ら れ た  (F ig .  3 .9A,  
l ane  3 )。一方、 SOX9 エンハンサーエレメントに変異を挿入した  (CACGCAT)  変
異型オリゴプローブ  (m-1 )  を用いて同様の実験を行ったところ、 DNA－ SOX9 タ
ンパク質複合体の形成が認められなかった  (F ig .  3 .9B,  l ane  2 )。また、ラベルして
いない変 異型オリ ゴプロー ブを過剰 に加え、 DIG ラベル した野生型オリゴ DNA




DNA は、野生型オリゴ DNA に比べ DNA-SOX9 タンパク質複合体形成の阻害能が
著しく低下していた  (F ig .  3 .9B,  l ane  4 )。以上より、特定した SOX9 エンハンサー
エレメント CACAAAG (+120－ +126)  に SOX9 が in  v i t ro で結合することを明らか
にした。  
F ig .  3 .7   Transcr ip t iona l  ac t iv i ty  o f  the  35 -bp  enhancer f ragment  depends  on  the  
consensus  SOX-binding  s i t e .  
A ,  nuc l eo t ide  s equences  o f  the  35-bp  enhance r  e l e men t  (WT)  and  the  muta t ed  e le men t  
(m-1 ) .  On ly  muta ted  nuc l eo t ides  a re  ind ica ted ;  unchanged  nuc l eo t ides  a re  r ep resen t e d  
by  dashes .  The  pu ta t ive  SOX-b ind ing  s i t e  i s  in  bo ld .  B ,  enhance r  ac t iv i t i e s  fo r  
mu l t i mer iza t ion  o f  the  35 -bp  e lemen t  (shaded  box )  in  t h ree  non -chondrocyt i c  ce l l  l i nes .  
Luc i fe ra se  ac t iv i t i e s  a re  p re sen ted  a s  means  ±  S .D .  and  no rma l ized  to  1  fo r  the  ac t iv i t y  
ob ta ined  wi th  the  pGL3 vec to r.  Resu l t s  a re  shown  fo r  fou r  i ndependen t  cu l tu res  t e s t ed  
in  two  rep re sen ta t ive  expe r i men ts .  C ,  mu ta t ion  in  t he  SOX-b ind ing  s i t e  abo l i shes  
t r ansc r ip t i ona l  ac t iv i t y  o f  the  35-bp  enhance r  f r ag ments .  Fou r  cop ies  o f  t he  wi ld  t ype  
(WT)  and  mu ta ted  (m-1)  f ragmen t s  were  c loned  ups t r eam o f  the  luc i fe ra se  r epo r t e r  
gene .  Transc r ip t iona l  ac t iv i t i e s  o f  bo th  f rag men t s  were  examined  by  t rans i en t  
t r ans fec t ion  in  th ree  non -chondrocy t i c  ce l l  l i nes ,  HuH-7  (whi te  bars ) ,  HeLa  (b lack  
bars ) ,  and  HEK293  (gray  bars ) .  Luc i fe ra se  ac t iv i t i e s  a re  p resen ted  a s  means  ±  S .D .  
and  no rmal ized  to  1  fo r  the  ac t i v i t y  ob t a ined  wi th  four  r epea t s  o f  the  wi ld - type  35 -bp  
e lement .  Resu l t s  a re  shown fo r  fou r  independen t  cu l tu re s  t e s t ed  in  two  rep re sen ta t ive  
exper i men t s .  
(A)
WT  5’ TCCAGCGCCACAAAGAGACATTCTGCACACACACT 3’
m-1  5’ -----------GC-T-------------------- 3’
pCRT7b 2.17±0.48 1.46±0.07 1.89±0.24
pCRT7c 3.55±0.50 1.89±0.12 2.35±0.22
pCRT7d 5.69±0.78 2.75±0.17 3.34±0.61
10.66±2.08 3.00±0.20 5.29±0.97pCRT7e
Construct(B)


























F ig .  3 .8   The  SOX9-dependent  enhancer fragments  regula te  CRTL1  t ranscr ipt ion  
in  OUMS-27  ce l l s .  
Four  t andem repea t s  o f  wi ld  t ype  (WT)  o r  mu tan t  (m-1)  enhance r  e l ement s  were  u sed  
fo r  t r ans i en t  t rans fec t ion .  Luc i fe ra se  ac t i v i t i e s  a re  p re sen t ed  a s  means  ±  S .D.  and  
no rma l ized  to  1  fo r  the  ac t i v i ty  ob ta ined  wi th  the  pGL3 vec to r.  Resu l t s  a r e  shown  fo r  
fou r  i ndependen t  cu l tu re s  t e s t ed  in  two  rep re sen t a t ive  expe r i men ts .  
F ig .  3 .9   Binding  o f  SOX9 prote in  to  the  CRTL1  enhancer sequence .  
A ,  EMSA us ing  the  35 -bp  enhancer  o l igonuc leo t ide  (p robe)  and  in  v i t ro  t r ans l a ted  
SOX9.  A DIG- labe led  p robe  was  incuba ted  wi th  SOX9 ( l ane  1 ) ,  SOX9 and  an t i -SOX9 
an t ibody  ( l ane  2 ) ,  and  SOX9 and  a  125 - fo ld  excess  o f  un labe l ed  p robe  ( l ane  3 ) .  Arrow  
i nd i ca te s  SOX9-enhance r  co mplex ,  and  arrowhead  i nd i ca tes  super sh i f t ed  SOX9 
enhance r  complex .  B ,  EMSA us ing  in  v i t ro  t r ans la t ed  SOX9 wi th  the  wi ld  t ype  (WT,  
l ane  1 )  and  mu ta ted  (m-1 ,  l ane  2 )  p robes .  Co mpe t i t ion  ana lyses  were  pe r fo rmed  us ing  
125 - fo ld  excess  o f  t he  un l abe l ed  35 -bp  WT ( l ane  3 )  and  m-1  ( l ane  4 )  p robe  a s  
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3 .3 .6  SOX9 非依存性エンハンサーエレメント  
 
 HEK293 細胞を用いて 5’非翻訳領域を含む複数のレポーターベクターの転写活
性を比較したところ、 +218－ +318 の領域を削ることによって CRTL1 の転写活性
が著しく低下した  (F ig .  3 .10 )。  
Fig .  3 .10   Loca l i za t ion  o f  the  SOX9 independent  enhancer ac t iv i ty  wi th in  the  
5 ’ -UTR of  CRTL1  g ene  in  HEK293 ce l l s .  
CRTL1  r epor te r  gene  cons t ruc t s  and  the i r  l uc i fe ra se  ac t iv i t i e s  in  the  p re sence  (b lack  
bars )  o r  i n  the  absence  (whi t e  bars )  o f  t r ans i en t ly  t rans fec ted  SOX9 a re  shown .  
Var ious  s i zes  o f  the  p romote r / enhance r  f r agmen t s  (b lack  bars )  were  c loned  ups t rea m o f  
the  luc i fe rase  gene  (whi t e  a r row )  in  the  pGL3  r epo r t e r  vec to r.  The  pos i t i ons  o f  the i r  
f i r s t  and  l a s t  nuc leo t ides  re l a t ive  to  the  t ransc r ip t ion  s t a r t  s i t e  (+1 )  o f  the  CRTL1  gene  
(NM_001884 .1 )  a re  i nd ica t ed  above  the  ba r s .  Luc i fe rase  ac t iv i t i e s  a re  p resen t ed  as  
means  ±  S .D.  Resu l t s  a re  shown fo r  fou r  i ndependen t  cu l tu res  t e s t ed  in  two  
rep re sen ta t ive  expe r imen t s .  
 そこで、 +218－ +318 領域の塩基配列を確認したところ、 SOX 結合コンセンサ
ス配列に類似した配列が 4 つ存在していた。これは、+218－ +318 領域に別のエン
ハンサーエレメントが存在する可能性を示唆した。そこで、SOX 結合モチーフを
2 つずつ含む 2 種類のオリゴヌクレオチド  (+218－ +257 ,  +251－ +289)  を合成し、
各々 4 つ連結して、 CRTL1  プロモーター  (－ 336－－ 3)  の下流に挿入したマルチ
リピートベクターを作製した。 HEK293 細胞を用いて、ルシフェラーゼアッセイ
により転写活性を調べたところ、+218－ +257 の 40  bp フラグメントでリピート数
















SOX9 によって直接制御を受けていないことが明らかになった  (F ig .  3 .11B)。しか
し、 OUMS-27 細胞においても転写活性が上昇することから  (F ig .  3 .11C)、軟骨細
胞においても +218－ +257 領域を介した CRTL1 の転写調節が行われていることが
示唆された。さらに、 HEK293 の細胞抽出液を用いて EMSA を行ったところ、 4
つの DNA－タンパク質複合体が検出された  (F ig .  3 .12A)。このうち複合体 3 は、
エンハンサーが活性化されている OUMS-27 細胞と HEK293 細胞の両方に認めら
れ、エンハンサーが不活性な HuH-7 細胞および HeLa 細胞ではほとんど検出され
なかった。また、ラベルしていないオリゴ DNA プローブを過剰に加えると DNA
－タンパク質複合体のバンドが消失した  (F ig .  3 .12B)。以上より、 +218－ +257 領
域には HEK293 細胞および OUMS-27 細胞で特異的に発現している未知の転写因
子が結合し、 CRTL1 の転写制御に関わっていることが示唆された。  
F ig .  3 .11   A SOX9- independent  40-bp  enhancer fragment  in  the  5 ’ -UTR a l so  
regula te s  CRTL1  t ranscr ip t ion .  
A ,  t he  enhance r  ac t i v i ty  o f  the  40 -bp  f r agmen t  i s  ce l l - t ype  spec i f i c .  The  enhance r  
e l e ment  was  mul t i mer i zed  one  (1R)  to  four  repea t s  (4R)  a t  t he  downs t r ea m o f  t he  
CRTL1  p romote r  ( -336  to  -3 ) ,  and  the  cons t ruc t s  were  t r ans i en t ly  t r ans fec t ed  in to  th ree  
non -chondrocyt i c  ce l l  l i nes ,  HuH-7  (whi t e  bars ) ,  HeLa  (b lack  bars )  and  HEK293  (gray  
bars ) .  B ,  t he  enhance r  ac t i v i t y  o f  the  f rag men t  i s  independen t  o f  SOX9.  The  
mu l t i mer ized  40 -bp  f rag men t s  were  t rans ien t ly  t r ans fec t ed  wi th  (b lack  bars )  o r  
wi thou t  SOX9 (whi t e  bars )  i n  HEK293  ce l l s .  C ,  t he  SOX9- independen t  enhancer  
r egu la t es  CRTL1  t r ansc r ip t ion  in  OUMS-27  ce l l s .  Fou r  t andem repea t s  o f  40 -b p  
f rag men t s  were  t rans i en t ly  t r ans fec t ed  wi th  (gray  bars )  o r  wi thou t  SOX9 ( whi te  bars ) .  
The  enhancer  ac t i v i t y  o f  the  40 -bp  f rag ment  i s  a l so  i ndependen t  o f  SOX9 in  OUMS-27  
ce l l s .  Luc i fe ra se  ac t iv i t i e s  a re  p re sen ted  as  means  ±  S .D.  Resu l t s  a re  shown  fo r  fou r  
















































F ig .  3 .12   EMSAs o f  the  40-bp  SOX9 independent  e l ement .  
A ,  EMSA us ing  nuc l ea r  ex t rac t s  f ro m var ious  ce l l  l ines  shows  the  d i f fe ren t  b ind ing  
pa t t e rn s .  Fou r  ma jo r  DNA-pro te in  co mplexes  iden t i f i ed  in  the  ex t rac t s  f rom HEK293  
ce l l s  were  numbered .  Co mplex  3  was  found  in  HEK293  and  OUMS-27  ce l l s ,  whereas  i t  
was  ba re ly  v i s ib le  i n  HuH-7  and  HeLa  ce l l s .  B ,  spec i f i c i ty  o f  the  DNA-pro te in  
co mplexes  iden t i f i ed  in  the  ex t rac t s  f ro m HEK293  ce l l s .  DIG- l abe l ed  p robe  and  the  
ce l l  ex t r ac t s  were  incuba t ed  wi thou t  ( l ane  1 )  o r  wi th  ( l ane  2 )  125- fo ld  excess  o f  t he  
un labe l ed  e le ment .  
 
3 .4  考察  
 
 本 章 で は 、 CRTL1 の 5’ 非 翻 訳 領 域 に 存 在 す る 7  塩 基 の SOX9 結 合 配 列  
(CACAAAG) に SOX9 が結合することにより CRTL1 の転写が調節されていること
を明らかにした。 Col2a1、 Col11a2、 Agc1 など他の主な軟骨マトリックス遺伝子
もまた SOX9 結合配列に SOX9 が結合することによって転写調節されることが知
られている 3 - 5 )。このように SOX9 依存性の転写調節は、軟骨マトリックス遺伝子
に共通した転写調節機構と考えられる。 Col2a1、 Col11a2、 Agc1 などにみられる
多くの SOX9 結合配列はイントロン 1 に存在している。これに対し、 CRTL1 のイ
ントロン 1 には SOX9 結合配列に類似した塩基配列は存在しなかった。ヒトおよ
びマウスのゲノム配列を比較したところ、 5’非翻訳領域に存在していた SOX9 依
存 性 のシ ス エ レメ ン ト は、 種 間 を超 え て 高度 に 保 存さ れ て いた  (90%以 上 の 相 同
性 )。このことは、SOX9 による CRTL1 の転写調節機構が種間を超えた共通の分子































の hMSC において、 SOX9 が CRTL1 の転写を誘導すること、また SOX9  s iRNA を
用いた解析から CRTL1 の転写調節に SOX9 が必須であることを明らかにした。し
かし、 Fig .3 .1 に示すように、 SOX9 の導入とそれによる CRTL1 の転写誘導には、
時間差が認められることから、SOX9 によって転写調節されかつ SOX9 の機能を仲
介する他の因子の存在が示唆される。このような働きを担う因子の候補としては、
SOX9 の転写活性化補助因子である L-SOX5 と SOX6 が挙げられ、これらの因子は、
SOX9 によって転写誘導されかつ SOX9 と協調して COL2A1 の転写を誘導すること
が知られている 6 )。しかし、 L-SOX5 および SOX6 の機能が、全ての軟骨マトリッ
クス遺伝子に共通しているわけではなく、例えば、COL2A1 同様 SOX9 によって転
写調節される COL9A1 のプロモーターは、L-SOX5 や SOX6 による影響を受けない
7 )。CRTL1 の転写誘導において、 Fig .  3 .1 に示した HuH-7 細胞培養系や Fig .  3 .3 に
示した hMSC および hDFB 細胞を用いた 3D 培養系では、L-SOX5、SOX6 および SOX9
の共導入により、CRTL1 の転写誘導が促進された。すなわち、L-SOX5 および SOX6
は SOX9 の活性に顕著な正の影響を与えた。その一方で、Fig .  3 .2  に示すように、
hMSC および hDFB 細胞を用いたペレット培養系では、L-SOX5 および SOX6 は SOX9
の活性に影響を与えず、 CRTL1 の転写誘導には SOX9 単独で十分であった。この
ことは、 SOX9 による CRTL1 の転写制御の分子機構が、遺伝子間および細胞間、
さらには分化のステージによって変化することを示唆する。  
 CRTL1 の 5’非翻訳領域内には、 SOX9 非依存性のエンハンサー活性を示す配列
が存在していた。この配列は、 SOX9 依存性の配列とは異なり、細胞特異的な反
応を示した。また、SOX9 非依存性のエンハンサー活性を示した OUMS-27 細胞と
HEK293 細胞の核抽出液を用いた EMSA では、細胞特異的な DNA-タンパク質複合
体の形成が認められた。これは、細胞間におけるエンハンサー活性の相違が、細
胞間に存在する転写因子の相違によるものであることを示唆する。 SOX9 非依存
性のエンハンサー活性を示した OUMS-27 細胞と HEK293 細胞は、 CRTL1 の転写
量 が 多 い 軟 骨 お よ び 腎 臓 由 来 の 細 胞 で あ る こ と か ら 8 )、 CRTL1 の 転 写 誘 導 に は
SOX9 に加えて他の転写因子が必要であると考えられる。実際、軟骨細胞の増殖、
分化における CRTL1 と SOX9 の発現パターンは異なっており、CRTL1 は、肥大軟
骨層での発現が認められるが、SOX9 は肥大軟骨層での発現が認められない 9 ,  1 0 )。
さらに、 Col2a1 および Col11a2 のエンハンサーエレメントにおいても SOX9 以外
のタンパク質の結合が報告されている 3 ,  1 1 )。これらの報告からも他の転写因子の
存在が示唆される。CRTL1 のプロモーター領域には、細胞特異的な応答を示す AT
に富んだ配列が存在しており、AT に富んだ配列には複数の転写因子が結合するこ
とが知られている  1 2 )。また、イントロン 1 には糖質コルチコイド様応答エレメ
ントが存在することが知られている 1 2 ,  1 3 )。さらに、マウスとヒトのゲノム配列を








3 .5  結言  
 
 CRTL1 の 5’非翻訳領域には 2 つのシスエレメントが存在する。その一方は 7 塩
基の SOX9 結合配列を含み、転写因子 SOX9 依存性のエンハンサー活性を示す。
他方は、細胞特異的な SOX9 非依存性のエンハンサー活性を示す。これらのエン
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第 4章    Asporin  (ASPN )  の軟骨分化に及ぼす影響  
 
4 .1  緒言  
 
 ア ス ポ リ ン  (ASPN) は 、 SLRP フ ァ ミ リ ー  ( sma l l  l euc ine -r ich  p ro teog lycan  
(SLRP)  fami ly)  に属 する細胞外基質タンパク 質の一つである。これまで、 ASPN
と同じ SLRP ファミリーに属する細胞外基質タンパク質であるファイブロモジュ
リ ン  (FMOD) や バ イ グ リ カ ン  (BGN)  の ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス を 用 い た 解 析 に よ
り、 SLRP と変形性関節症  (OA)  発症との関連が報告されていた 1 ,  2 )。  
 そこで筆者は、OA の疾患感受性候補遺伝子として SLRP ファミリーの新規メン
バーである ASPN に着目した。まず、OA 患者の軟骨と正常軟骨における ASPN の
転写量を比較したところ、OA 軟骨で ASP N の転写量が著しく高いことが 明らかと
なった。さらに、 ASPN の遺伝子多型を用いたケース・コントロール相関解析を
行ったところ、N 末端にあるアスパラギン酸  (D)  リピート多型が膝関節 OA と相
関することが明らかとなった 3 )。  
 一方、 ASPN 遺伝子およびタンパク質の機能は、ほとんど解明されていない。
そこで、 in  v i t ro の軟骨分化モデルである ATDC5 細胞を用いて ASPN 安定高発現
株を作製し、 ASPN の軟骨代謝における機能を調べ た。 ASPN 安定高発現株では、
I I 型コラーゲンやアグリカンなどの軟骨分化マーカー遺伝子の転写および細胞外
プロテオグリカンの蓄積量が顕著に低下していた。また、軟骨細胞の主要な成長
因子の一つである T G F-β は、軟骨分化マーカー遺伝子の転写を誘導し、軟骨基質
の合成を促進することが知られている 。しかし、ASPN 安定高発現株では、TG F-β
による軟骨の分化誘導作用が強く抑制されていた。また、組換え ASPN タンパク
質の添加によってもこの TG F-β の軟骨分化誘導作用が強く抑制されることが確認
された。  
 以上より、 ASPN は軟骨分化における TGF-β の作用を抑制することにより軟骨
細胞の分化、基質産生を抑制する軟骨代謝のモデュレーターであることが 明らか
となった 3 )。これまで、胎生期および成熟マウスの四肢における Aspn の発現は明
らかにされていなかったが、これらの発現を調べることは変形性関節症との関わ
りを明らかにする上で重要である。  
 本章では、胎生期および成熟マウスの四肢における Aspn  mRNA の転写と ASPN
タンパク質の発現に関する調節機構の解明を目的として、 in  s i tu  hybr id iza t ion お
よび免疫染色法を用いて ASPN の転写・発現パターンを検討した。  
 
4 .2  実験方法  
 





 Mouse  Aspn  cDNA (GenBank™access ion  number  NM_025711)  ヌ ク レ オ チ ド
187 -457 を pGEM -T ベクターにサ ブク ローニングし 、 digox igen in  RNA labe l ing  
mix tu re  (Roch  App l ied  Sc ience ,  Mannhe im,  Germany)  を用いてセンスおよびアンチ
センス RNA プローブを作製した。C57B L/6 マウス膝関節パラフィン包埋ブロック
および切片は、 Genos ta ff  (Tokyo ,  J apan )  から入手した。ネンブタール麻酔下のマ
ウスを放血死させた後、膝関節を取り出し、左右に割 断、t i s sue  f ixa t ive  (Genos ta ff )  
を用いて固定、包埋した。組織切片  (4  μm) はキシレンで脱灰したのち、4% (w/v )  
パラホルムアルデヒドで 15 分間固定した。PBS で洗浄したのち、プロテイナーゼ
K で処理  (20  μg /ml ,  37  °C ,  30 分 )  し、再度 PBS で洗浄、 4% (w/v)  パラホルムア
ルデヒドで再固定した。PBS で洗浄後、0 .2  M HCl 溶液で 10 分間洗浄し、再度 PBS
で洗浄した。 0 .1  M トリエタノールアミン -  HCl  (pH 8 .0) ,  0 .25%  (v /v)  無水酢酸で
10 分間処理し、組織切片のアセチル化を行った後、PBS で洗浄、エタノールで脱
水した。ハイブリダイゼーションは、 Probe  d i luen t  (Genos ta ff )  中で 100  ng /ml の
プローブを用いて 60  °C、 16 時間行った。ハイブリダイゼーション後の標本の洗
浄は、 5xH ybr iWash  (Genos ta ff )で 60  °C、 20 分および 50% (v/v)  ホルムアミド ,  
2xH ybr iWash で 60  °C、20 分行い、その後 10  mM Tr is -HCl  (pH 8 .0) ,  1  M NaCl ,  1  mM 
EDTA で 50  μg/ml に溶解した RNaseA 溶液を用いて RNase 処理した。組織切片を
2xH ybr iWash で 60  °C、 20 分の洗浄を 2 回、 0 .2xH ybr iWash で 60  °C、 20 分の洗浄
を 2 回、 TBST (0 .1% (v/v)  Tween20  in  Tr i s -bu ffe red  sa l ine  (TBS))  での洗浄を 1 回
行った。 TBST に溶解した 0 .5% b lock ing  reagent  (Roche)  中で 30 分間ブロッキン
グしたのち、AP 標識抗ジゴキシゲニン抗体  (Roche ,  TBST で 1 :1000 希釈 )  で 2 時
間インキュベートした。 TBST で 2 度洗浄したのち、 100  mM NaCl ,  50  mM MgCl 2 ,  
0 .1% (v /v)  Tween  20 ,  100  mM Tr i s -HCl  (pH 9 .5 )  でインキュベートした。発色基質
には、 NBT/BC IP (Roche)を使用し、染色後 kernech t ro t  s ta in  so lu t ion  (Muto  P ure  
Chemica l s ,  tokyo )  により対比染色を行った。封入剤には、マリノール  (Mu to  P ure  
Chemica l s )  を用いた。  
 
4 .2 .2  免疫染色  
 
 脱パラフィン切片は、内在性の過酸化酵素活性をブロックするため、 3% (v /v)  
過酸化水素メタノール溶液で室温、 15 分処理した。 TBS で切片を洗浄したのち、
pro te in  b lock   (code  X0909 ,  Dakopa t ts ,  Copenhagen ,  Denmark )  を用いてブロッキ
ングを行った。抗 ASPN ポリクローナル抗体  (2229 -B01 ,  1  μg  IgG/ml )  を用いて
4  °C で一晩インキュベートしたのち、洗浄し、b io t in -b lock ing  sys tem (code  X0590 ,  
Dakopat ts )  を用いてブロッキングを行った。 2 次抗体には、ビオチン標識抗ウサ




片は Horse rad ish  pe rox idase  (HRP)  標識ストレプトアビジンを用いて露光した。  
 
4 .2 .3  Mouse  aspo r in 組換えタンパク質の作製  
 
 Aspn を PCR で増幅し、 pET29b 大腸菌発現ベクター  (Novagen)  にクローニン
グした。大腸菌 E.  co l i  Rose t t a  (DE3)  pLys  (Novagen )  を用いて形質転換を行い  
(2 .3 .5 )  、得られたクローンのインサート 配列をシークエンスにて確認した。単一
クローンを 2  ml の LB 培地にて一晩振盪培養したのち、1 /10  vo l .の培養液を 100  ml
の LB 培地に加え、37  °C で振盪培養した。O D 6 0 0 =0.5 となったところで終濃度 1  mM
となるように i sop ropyl -1 - th io -β -D -ga lac tpyranos ide  ( IPTG)  を加え、さらに 37  °C
で 2～ 3 時間培養したのち、遠心分離  ( 4  °C ,  15 ,000  rpm,  20  min)  にて集菌した。 1  
g の沈殿（湿重量）あたり 5  ml の BugBuste r  p ro te in  ex t rac t ion  r eagen t  (Novagen)  お
よび 5  μ l  の Benzonase を加えて懸濁し、室温で 10～ 20 分ゆるやかに振盪させた
のち、遠心分離  (4  °C ,  10 ,000  rpm,  20  min )  にて可溶性画分と不溶性画分 に分離し
た。 BugBus te r  p ro te in  ex t rac t ion  reagen t の説明書に従って、不溶性画分に回収さ
れ た 封 入 体 か ら 組 換 え タ ン パ ク 質 を 抽 出 し た 。 組 換 え タ ン パ ク 質 の 精 製 は 、
Superose  12  ゲルろ過クロマトグラフィーカラムを用い て行った。  
 





疫測定法  (E LISA法 )  にて検出した。得られた抗血清  (2229 -B01)  は、以下の方法
を用いて精製した。製品の説明書に従って抗原タンパク質を HiTrap  NHS -ac t iva te
d  HP (A mersham Pha rmac ia )  に固定化したのち、 50  mM Tr i s -HC l  (pH 8 .0 )  で平
衡化した固定化カラムに抗血清を通し、吸着画分を 0 .1  M g lyc ine -HC l  (pH 3 .0 )  
で溶出し、溶出液の 1/10  vo l .の 1  M Tr i s -H Cl  (pH 8 .0 )  が入った 1 .5  ml容エッペン
チューブに回収した。コントロール IgGには、 Norma l  rabb i t  IgG  (San ta  C ruz  Sc -
2027)  を用いた。  
 
4 .3  実験結果  
 
4 .3 .1  成熟マウスにおける Aspn  mRNA および A SPN タンパク質の発現  
 
 これまでの研究において、筆者は OA 患者の関節軟骨において ASPN  mRNA の




よ り 明 ら か に し た 4 ) 。 そ こ で 、 マ ウ ス 胎 仔  (15 .5 日 齢 )  を 用 い た in  s i tu  
hyb r id i za t ion を行い、 Aspn  mRNA の分布を確認した。既報通り 5 )、上顎骨、メッ
ケル軟骨、椎骨、肋骨原基において Aspn の転写が確認された  (Fig .  4 .1 )。さらに、
後肢における Aspn  mRNA の分布を詳細に調べたところ、長管骨の軟骨膜および
骨膜に同 mRNA の転写をシグナルとして検出した  (Fig .  4 .2A,  B)。しかし、骨端
軟骨では同 mRNA の転写がシグナルとして検出され なかった  (Fig .  4 . 2C,  D)。  
 つぎに、成熟マウス  (8 週齢 )  の膝関節における A spn  mRNA の分布を検討した。
関節軟骨および成長板では、同 mRNA の転写がシグナルとして検出され なかった
が、隣接する軟骨膜にはマウス胎仔  (15 .5 日齢 )  同様、同 mR NA の転写をシグナ
ルとして検出した  (F ig .  4 .2E)。  
 また、免疫染色法を用いた解析では、 Aspn タンパク質が mRNA と同様の分布
を示すことを確認した。すなわち、マウス胎仔  ( 15 .5 日齢 )  において、皮下組織
お よび椎骨周辺の線 維系細胞 において抗 体特異的な発色が 認 められ  (Fig .  4 . 3C,  
D)、 底 蝶 形 骨 周 辺 の 線 維 系 細 胞  (Fig .  4 . 3A)、 胸 腔 の 骨 周 辺 の 線 維 系 細 胞  ( Fig .  
4 .3B)  においても弱い発色が認められた。さらに、成熟マウス  (8 週齢 )  の膝関節
では、主に骨膜や筋膜、滑膜、腱において抗体特異的な発色が認められたが  (Fig .  
4 .3E -G)、成長軟骨では発色が認められなかった。  
 
4 .4  考察  
 
 マウス 15 .5 日胚を用いた in  s i tu  hybr id iza t ion を行い、 A spn  mRNA の分布を確
認したところ、既報 5 )と同様に、上顎骨、下顎骨、椎骨および長管骨の軟骨膜に
同 mRNA の転写をシグナルとして検出した。Aspn と同じクラス I  SLRP ファミリ
ーに属する Bgn mRNA もまたマウス 14 .5 日胚および生後 2 日マウスを用いた実
験で、椎骨、肋骨および後肢長管骨の軟骨膜に 同 mRNA の転写がシグナルとして
検出されており 6 )、 2 つの遺伝子の組織分布が類似していることが明らかとなっ
た。  
 一方、同じくクラス I  SLRP ファミリーに属する Dcn mRN A は軟骨に同 mRNA
の転写がシグナルとして検出されなかった 6 )。その代わり、皮下筋層を取り巻く
筋膜に同 mRNA のシグナルが検出され、結合組織に A spn  mR NA のシグナルが検
出されることと一致している。このように、Aspn  mRNA の組織分布は、同じクラ
ス I  SLRP ファミリーに属する Bgn mRNA とも Dcn mRNA とも部分的に類似して
いた。 Aspn  mRNA が、同じクラス I  SLRP に属する Bgn  mRNA や Dcn  mRNA と構
造的かつ機能的に類似し、さらに重複した組織分布を示すことは、骨格組織形成




Fig .  4 .1   Sag i t ta l  sec t ions  of  a  mouse  embryo a t  15 .5 -dpc  probed w ith  aspor in  
sense  and an t isense  r iboprobes .  
A ,  a  sec t ion  o f  a  15 .5 -dpc  mouse  embr yo  was  hyb r id ized  wi th  the  aspn  an t i sense  
r ibo probes .  B ,  a  sec t ion  of  the  same s tage  was  hybr id ized  wi th  the  sense  p robe  of  aspn  
a s  a  nega t ive  con t ro l .   Aspn  s igna l  (arrows )  was  de tec ted  in  seve ra l  t i s sues .   1 ,  


































Fig .  4 . 2   In  s i tu  hybrid iza t ion  of  Aspn  mRNA in  embryonic  and postnata l  mouse  
l imbs .  
A  and  B ,  15 .5 -dpc  embryon ic  mouse  h ind  l imb s ;  C-E ,  8 -week  mouse  knee  jo in t s .   In  
bo th  s tages ,  a  p ronounced  Aspn  s igna l  was  de tec ted  in  the  per ichondr ium and  
per ios teum ( arrows ) .   No  s igna l  was  de tec ted  in  p r imord ia l  and  g rowth  car t i l age .  
1 m m  
5 0 u m  


















Fig .  4 .3   Immunoh istochemica l  ana lys i s  o f  ASPN prote in  in  embryon ic  and 
postna ta l  mouse  l imbs .  
A-D ,  a  sec t ion  of  a  15 .5 -dpc  mouse  embryo  was  s t a ined  wi th  an t i -A SPN polyc lona l  
an t ibody 2229 -B01  ( l e f t  pane ls )  o r  wi th  norma l  rabb i t  IgG ( r igh t  pane ls ) ;  E -G ,  a  
8 -weeks  pos tna ta l  mouse  knee  jo in t  was  s ta ined  wi th  an t i -ASPN polyc lona l  an t ibody  
2229 -B01  ( le f t  pane l s )  o r  wi th  norma l  rabb i t  IgG  ( r igh t  pane l s ) .  ASPN immunosta in ing  
was  seen  p redominan t l y  in  the  per io s t eum ( arrows ) ,  s imi la r  to  mRNA express ion  












4 .5  結言  
 
 Aspn  mRNA の転写およびタンパク質の発現は、関節軟骨では認められなかった。
しかし、椎骨や長管骨の軟骨膜に転写および発現しており、 OA との関連が示唆
される。 Aspn  mRNA が、同じクラス I  SLRP に属する Bgn  mR NA や Dcn  mRNA と
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第 5章    TGF-β による ASPN の転写調節機構  
 
5 .1  緒言  
 
 ASPN は、 TGF-β シグナル伝達経路  (F ig .  5 .1 )  を調節することにより、軟骨マ
トリ ッ クス 遺 伝子 の 転写 お よび 軟 骨形 成 を制 御 する 細 胞外 マ トリ ッ クス  (ECM) 
タンパク質の一つである。これまでの研究で ASPN は TGF-に直接結合し、TG F-β
を介した軟骨マトリックス遺伝子の転写 を抑制することが明らかとなった 1 )。一
方、 TG F-β は軟骨形成を含む様々な成長過程に関わる多機能性のサイトカインで
ある 2 )。 TG F-β シグナルは、リガンドである TGF-が 2 つの膜貫通型セリン・ス
レ オ ニ ン キ ナー ゼ 受容 体 Ⅰ 型 お よび Ⅱ 型 受 容 体 に 結 合 する こと に よ っ て 伝達 さ
れる。具体的には、TG F-β が恒常的に活性化している Ⅱ型受容体と結合したのち、
Ⅰ型受容体と複合体を形成する 3 - 5 )。Ⅱ型受容体は、Ⅰ型受容体をリン酸化し、
活性化したⅠ型受容体のキナーゼは特異型 Smad の Smad2/3 分子をリン酸化する。
活性化した特異型 Smad は、共有型 Smad の Smad4 と複合体を形成して核へと移
行する。核移行した Smad 複合体は、それ自身あるいは他の転写調節分子と相互
作用しながら標的遺伝子の転写を調節する 6 - 8 )。 ASPN と同じクラスⅠ SLRP ファ
ミリーに属する BGN および DCN が、 TG F-β によって転写調節を受けることから
9 - 1 1 )、 ASPN もまた T G F-β による転写調節を受けることが予想される。  
 本章では、 ASPN の転写調節機構の解明を目的として、成長因子 TG F-β による
ASPN の転写調節について検討した。  
F i g .  5 . 1   T GF-β  s ignal ing  pa thw ay.   




















5 .2  実験方法  
 
5 .2 .1  細胞培養  
 
 正常ヒト膝関節軟骨細胞  (NHAC-kn )  は、 Cambrex 社から入手し、軟骨細胞培
養キット  (CGM Bul l e t  Ki t ,  Cambrex )  を用いて培養した。軟骨細胞の再分化は以
下のように行った。細胞が 90%コンフルエントになった時点で細胞を回収し、155  
mM NaCl 溶液で洗浄したのち、 4  x  10 5  ce l l s /ml となるように 1 .2% (w/v)  アルギン
酸ナトリウムに再懸濁した。製品の説明書に従って 3 次元アルギン酸ナトリウム
ビーズを作製し、軟骨細胞分化誘導用培地キット  (CDM Bul l e t  Ki t ,  Cambrex )  を
用いて 3－ 4 週間培養し、培地は 3－ 4 日に一度交換した。再分化後、ビーズの 3
倍量の 55  mM クエン酸ナトリウムを加え、室温で 20－ 30 分インキュベートし て
ビーズを完全に溶解した。遠心分離  (RT,  500  x  g ,  10  min)  にて細胞を回収し、155  
mM NaC l で洗浄したのち、 DMEM/nut r i en t  mix tu re  F -12  (DMEM/F-12)  培地に溶解
し、アッセイに用いた。  
 
5 .2 .2  TGF-刺激  
 
 NHAC 細胞は、 10% (w/v)  FBS を添加した DMEM/F-12 培地を用いて、 1  x  10 5  
ce l l s /wel l となるように 12  we l l  プレートに播種した。細胞が サブコンフルエント
になったところで 0 .2% (w/v)  FBS を添加した DMEM/F-12 培地に交換し、培地交
換 12 時間後に TG F-β  (10  ng /ml ,  R &D sys tems)  を添加した。TG F-β 1 添加後各タイ
ムポイント  (3 ,  6 ,  12 ,  24 時間 )  で細胞を回収し、全 RNA を抽出したのち、リアル
タイム PCR にて ASPN  mRNA の転写量を測定した。 OUMS -27 細胞および HCS2/8
細胞では、 DMEM/F-12 培地の代わりに D MEM 培地を用い、上記方法に準じて実
験を行った。  
 
5 .2 .3  阻害剤処理  
 
 TG F-β のⅠ型受容体の拮抗剤である SB431542 およびタンパク質合成阻害剤で
あるシ クロヘ キシミ ド  (CHX)、 RNA 合 成阻害 剤であ るアク チノマイ シン D は
Sigma 社から購入した。 NHAC 細胞は、 10% (w/v)  FBS を添加した DMEM/F-12 培
地を用いて、1  x  10 5  ce l l s /wel l となるように 12  we l l  プレートに播種した。細胞が
サブコンフルエントになったところで 0 .2% (w/v)  FBS を添加した DMEM/F-12 培
地に交換し、培地交換 12 時間後に TG F-β 1  (10  ng /ml)  を添加した。 SB431542  (10  
M) は、TG F-β1 添加 1 時間前に、CHX (5 ,  25  g/ml )  およびアクチノマイシン D (1 




収し、全 RNA を抽出したのち、リアルタイム PCR にて ASPN  mRNA の転写量を
測定した。 OUMS -27 細胞および HCS2/8 細胞では、 DMEM/F-12 培地の代わりに
DMEM 培地を用い、上記方法に準じて実験を行った。  
 
5 .2 .4  Smad3 強制発現  
 
 HCS2/8 細胞は、トランスフェクション を行う前日に 1  x  10 5  ce l l s /wel l となるよ
うに 12  wel l プレートに播種した。Smad3 発現ベクター  ( pCMV6-Smad3)  およびコ
ン ト ロ ー ル ベ ク タ ー は OriGene  Technolog ies  (Rockvi l l e ,  MD) か ら 入 手 し 、
Trans IT-LT1 (Mi rus )  を用いてトランスフェクションを行った  (2 .5 .2 )。トランスフ
ェクション 24 時間後に TG F-β1  (10  ng /ml)  を加え、さらに 24 時間培養したのち、
細胞を回収し、全 R NA を抽出してリアルタイム PCR にて mRNA の転写量を測定
した。  
 
5 .2 .5  Smad  s iRNA の導入  
 
 Smad2 および Smad3  RNA 干渉の標的配列の選択には、 smal l  i n te r fe r ing  RNA 
des ign  suppor t  sys tem (Takara  Bio )  を使用し、 Smad2 s iRNA、 Smad3  s iRNA および
コントロール s iRNA (以上全て Takara  Bio )  を使用した。Smad2 および Smad3 の標
的配列は以下の通りである。  
Smad2 ;  
5 ’ -UCUUUGUGCAGAGCCCCAATT-3 ’ and  5 ’ -UUGGGGCUCUGCACAAAGATT-3’  
Smad3 ;  
5 ’ -ACCUAUCCCCGAAUCCGAUTT-3 ’ and  5 ’ -AUCGGAUUCGGGGAUAGGUTT-3’  
 HCS2/8 細胞は、トランスフェクション を行う前日に 1  x  10 5  ce l l s /wel l となるよ
うに 12  we l l プレートに播種した。s iRNA (25  nM) の導入には、Trans IT-T KO (Mirus )
を用い、製品の説明書に従ってトランスフェクションを行った。トランスフェク
ション 24 時間後に T G F-β1  (10  ng /ml )  を加え、さらに 24 時間培養したのち、細
胞を回収し、全 RNA を抽出してリアルタイム PCR にて mRNA の転写量を測定し
た。  
 
5 .2 .6   ウエスタンブロッティング  
 
 細胞を PBS で 2 回洗浄したのち、プロテアーゼ阻害剤  (Roche)  を加えた哺乳類
細胞用タンパク質抽出試薬 M-PER (Thermo Fi sher  Sc ien t i f ic ,  Rockford ,  IL)  を用い




e lec t ropho res is  (SDS -PAGE) にてタンパク質を分離し、フッ化ポリビニリデンメン
ブレン  (PVD F)  にトランスファーした。 ASPN の検出には、 1 次抗体として抗ア
スポリン抗体  (2229 -B01 ,  1：1000 )、2 次抗体として HRP 標識抗ウサギ IgG 抗体  (GE 
Heal thcare  B io -Sc iences ,  P isca taway,  NJ ,  1： 5000)  を使用した。 ASPN を検出した
メンブレンは Res tor e  wes te rn  b lo t  s t r ipp ing  bu ffe r  (Thermo Fi sher  Sc ien t i f i c )  を用
いて剥奪し、コントロールタンパク質の検出を行った。コントロールタンパク 質
の検出には、1 次抗体として、抗アクチン抗体  (San ta  Cruz  B io techno logy,  Delaware ,  
CA,  1 :2 ,000)  あるいは抗 GAPDH 抗体  (San ta  Cruz  Bio technology,  1 :2 ,000 )、 2 次抗
体として HRP 標識抗マウス IgG 抗体  (Ups ta te ,  Temecu la ,  CA ,  1 :5 ,000 )  を用いた。 
 
5 .3  実験結果  
 
5 .3 .1   TG F-β による ASP N の転写誘導  
 
 TGF-β は ASPN と同じ SLRP ファミリー遺伝子の転写を調節することが知られ
ている 1 1 - 1 5 )。そこで、 TG F-β が ASPN の転写調節に関与しているかどうかについ
て検討した。3 種類の TGF-β には 3 種類のアイソフォーム TG F-β1 ,  TG F-β2 ,  TG F-β3
が存在する。そこで、ヒト関節軟骨細胞  (NHAC) および軟骨腫瘍細胞  (HCS -2/8 ,  
OUMS-27)  にこれらの TG F-β アイソフォームを添加し、 ASPN  mRNA の転写量の
変化を調べたところ、全ての TG F-β アイソフォームが ASPN  mRNA の転写を誘導
した  (Fig .  5 .2 )。3 種類の TG F-β アイソフォームのうち関節軟骨においては TG F-β1
が最も豊富に存在していることから 1 6 )、 TGF-β1 添加による ASPN  mRNA 転写量
の経時的な変化を調べた。 TG F-β1 刺激後 3－ 6 時間で ASPN  mRNA の転写上昇が
認められ、TG F-β 1 刺激後 24 時間まで ASP N  mRNA の転写量は上昇し続けた  (Fig .  
5 .3 )。複数の軟骨系細胞株において同様の変化が認められたことから、TG F-β1 に
よる ASPN  mRNA の転写誘導は軟骨細胞共通の特徴であることが明らかになった。 
 
5 .3 .2  ALK5 キナーゼ活性の影響  
 
 TG F-β はそのⅠ型受容体である A LK5 に結合してシグナルを伝達し、標的因子
を活性化することが知られている。そこで ac t iv in /TG F-β のⅠ型受容体キナーゼの
選択的阻害剤である SB43541542 1 7 )存在下での TG F-β による ASPN の転写誘導につ
いて検討した。 NHAC 細胞、 HCS -2 /8 細胞および OUMS -27 細胞に SB43541542 を
作用させたのち、 TG F-β を添加したところ、使用した 3 種類の細胞株全てにおい
て TG F-β による ASP N の転写誘導は認められなかった  (Fig .  5 .4 )  。このことから、





Fig .  5 .2   TGF -  i so forms s imi lar ly  induce  ASPN  mRNA.  
T G F - β 1  (b lack  bars ) ,  - β 2  (d iagonal  bars ) ,  and  - β 3  (gray  bars )  induce d  ASPN  
mRNAs in  NHAC,  HCS -2/8  and  OUMS -27  ce l l s .  When  ce l l s  reached  con f luence ,  the  
medium con ta in ing  10% (w/v)  FBS was  rep laced  wi th  med ium con ta in ing  0 .2%  (w/v)  
FBS.  Af te r  12  h ,  ce l l s  were  t rea ted  wi th  T G F - β  (10  ng /ml )  fo r  24  h .  A moun ts  o f  ASP N  
mRNA were  no rmal ized  to  GAPDH  mRNA and  a re  g iven  r e l a t ive  to  th ose  o f  the  
T G F - β -uns t imu la ted  con t ro l  (whi te  bars ) .  Resu l t s  a r e  shown  fo r  the  mean  ±  S .E .  o f  a t  
lea s t  two  independen t  exper iment s  fo r  each  ce l l  l ine .  ** ,  P<0 .01  (Studen t ’s  t - t es t ) .  
F i g .  5 . 3   T G F - β 1  s t i m u l a t e s  A S P N  m R N A  t r a n s c r i p t i o n  u p  t o  2 4  h  
f o l l o w i n g  t r e a t m e n t .  
NHAC (whi te  bars ) ,  H CS-2 /8  (gray  bars ) ,  and  OUMS-27  (b lack  bars )  ce l l s  were  g rown 
to  con f luence  in  no rmal  g rowth  med ium conta in ing  10% (w/v)  FBS,  incuba ted  in  
medium wi th  0 .2% (w/v)  FBS fo r  12  h ,  and  then  s t imula ted  wi th  T G F - β 1  (10  ng /ml )  
fo r  the  app rop r i a t e  t ime s  up  to  24  h .  A mounts  o f  ASPN  mRNA were  norma l ized  to  
GAPDH  mRNA and  a re  g iven  re la t ive  to  th ose  of  the  T G F - β -uns t imu la ted  con t ro l .  
Resu l t s  a re  shown  fo r  the  mean  ±  S .E .  o f  a t  l eas t  two  independen t  exper iment s  fo r  each  
ce l l  l ine .  In  F i g .  5 . 4 ,  +  and  –  mean  wi th  o r  wi thou t  s t imu la t ion  by  TG F -β 1 .  * ,  P<0 .05 ;  
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Fig .  5 .4   Induct ion  of  ASPN mRNA by  TGF-β1  occurs  through the  TGF -β  type  I  
recep tor.  
The TG F-β  t ype  I  r ecep to r  k inase  inh ib i to r  SB 431542  (10  μM)  was  added  to  NHAC 
(whi te  bars ) ,  HCS -2 /8  (gray  bars ) ,  and  OUMS-27  (b lack  bars )  ce l l s  1  h  p r io r  to  
t rea tmen t  wi th  TG F-β 1  (10  ng /ml ,  24  h) .  SB 431542  comple te ly  supp res se d  
TGF-β1 - induced  ASPN  mRNAs.  A moun ts  o f  ASPN  mRNA were  no rmal ized  to  GAPDH  
mRNA and  a re  g iven  r e la t ive  to  th ose  o f  the  TG F-β -uns t imu la ted  con t ro l .  Resu l t s  a re  
shown  for  the  mean  ±  S .E .  o f  a t  lea s t  th ree  independen t  exper imen ts  fo r  each  ce l l  l ine .  
In  Fig .  5 .5 ,  +  and  –  mean  wi th  o r  wi thout  s t imula t ion  by SB431542  and /o r  TG F-β1 .  **,  
P<0 .01  (Studen t ’s  t - te s t ) .  
 
5 .3 .3  Smad3 を介した ASP N の転写誘導  
 
 内在性の T G F - β シグナルは、A LK5 によって活性化された Smad2 /3 の経路を介
して伝達される 6 ,  1 8 ,  1 9 )。そこで、 Smad 経路が T G F - β による ASPN の転写誘導に
関係しているかどうかについて検討した。最初に、アッセイに用いる HCS -2 /8 細
胞において Smad2 /3 を介した T G F - β シグナル伝達が存在することをウエスタン
ブロット法にて確認した。Sma d2 および Smad3 分子は共に細胞内に存在し、T G F - β
を添加することによりリン酸化された  (F ig .  5 .5 )。そこで、HCS2/8 細胞を用いて、
T G F - β による ASP N の転写誘導における Smad 分子の役割について検討した。
Smad2 および Smad3 の s iRNA を作製し、内在性 Smad2 および Smad3 の転写をノ
ックダウンした。 Smad3 のノックダウンにより、T G F - β による ASPN の転写誘導
が顕著に抑制された  (Fig .  5 .6A)。一方、 Smad2 のノックダウンでは変化が認めら
れなかった  (Fig .  5 .6 A)。さらに、Smad2 および Smad3 をダブルノックダウンした


























による相乗効果は認められなかった  (Fig .  5 .6B)。 Smad3  s iRNA を作用させた際の
ASPN のタンパク質量の変化をウエスタンブロット法で確認したところ、ASPN の
発現は、タンパク質レベルでも低下していた  (Fig .  5 .6C)。次に、トランスフェク
ションにより Smad3 を過剰発現させ、 ASPN  mRNA およびタンパク質の発現量の
変化について検討した。その結果、 Smad3 の過剰発現により、 ASPN  mRNA およ
びタンパク質の発現が上昇した  (Fig .  5 .7 )。以上のことから、T G F - β による ASPN
の転写誘導は Smad 経路を介して起こっており、 ASPN の転写誘導にはとりわけ
Smad3 が重要であることが明らかとなった。  
Fig .  5 .5   T G F - β  ac t ivates  Smad s ignal ing  in  HCS-2 /8  ce l l s .  
T G F - β 1  induces  phosphoryla t ion  o f  Smad2  and  Smad3  in  HCS -2 /8  ce l l s .  Ce l l s  t rea t ed  
wi th  T G F - β 1  (40  ng /ml )  fo r  10  min  were  ana lyzed  fo r  phospho -Smad2 and  
phospho -Smad3 (p -Smad2 and  p -Smad3) ,  respec t ive l y,  by immunob lo t t ing  wi th  
an t ibod ies  recogniz ing  phospho -Smad2 and  phospho -Smad3 (upper  pane ls ) .  To ta l  
amoun ts  o f  Smad2  and  Smad3 was  ana lyzed  u s ing  an t i -Smad2 and  an t i -Smad3 
an t ibod ies  ( lower  pane l s ) .  Smad2  and  Smad3 were  de tec ted  in  bo th  
T G F - β 1 -uns t imula ted  ( -)  and  T G F - β 1 - s t imula ted  (+)  ce l l s .  P hospho ryla t ion s  o f  













Fig .  5 . 6   Smad3  knockdow n dow n-regulates  TGF-β1 - induced A SPN  express ion  in  
HCS-2/8  ce l l s .  
A ,  Inh ib i to ry e f fec t s  o f  knockdown o f  Smad2  and  Smad3  on  ASPN  mRNA.  B ,  Inh ib i to ry  
e f fec t s  o f  knockdown  of  on ly Smad3  and  double  knockdown o f  Smad2  and  Smad3 on  
ASPN  mRNA.  Cel ls  were  t rans i en t ly  t ransfec ted  wi th  25  nM s iRNA.  Af te r  2 4  h ,  ce l l s  
were  t rea ted  wi th  (b lack  bars ,  10  ng /ml )  o r  wi thou t  TG F-β1  (whi te  bars )  fo r  ano the r  24  
h .  Tota l  mRNA ext rac ts  we re  sub jec ted  to  rea l - t ime  PCR.  Amounts  o f  ASPN  mRNA 
were  no rma l ized  to  GAPDH  mRNA and  a re  g iven  re la t ive  to  those  o f  the  
TGF-β -uns t imu la ted ,  s c rambled  s iRNA contro l .  Resu l t s  a re  shown for  the  mean  ±  S . E .  
o f  two independent  exper imen ts .  * ,  P<0 .05 ;  **,  P<0 .01  (Studen t ’ s  t - te s t ) .  C ,  Inh ib i to ry 
e f fec t s  o f  knockdown  of  Smad3  on  ASPN expres s ion .  ASPN and  β -ac t in  we re  ana lyzed  
in  TG F-β1 -uns t imu la ted  ( - )  and  TG F-β1 - s t imu la ted  (+)  ce l l s  us ing  an t i -ASPN 
(2229 -B01)  and  an t i -ac t in  an t ibod ie s ,  re spec t ive ly .  NC,  nega t ive  con t ro l ;  s i -Smad2 ,  




















































Fig .  5 .7   Smad3  s t imulates  T GF-β1 - induced ASPN express ion  in  HCS-2 /8  ce l l s .  
A ,  Ce l l s  were  t rans ien t ly  t r ans fec ted  wi th  1  g  of  emp ty con t ro l  vec tor  o r  Smad3  
expre ss ion  vec tor .  Af t e r  24  h ,  c e l l s  were  t rea ted  wi th  (b lack  bars ,  10  ng /ml )  o r  wi thout  
T G F - β 1  (whi te  bars )  fo r  ano ther  24  h ,  and  then  to ta l  mRNA ex t rac ts  we re  sub jec ted  to  
rea l - t ime  PCR.  ASPN  mRNA were  norma l ized  to  GAPDH  mRNA and  a re  g iven  re la t ive  
to  th ose  o f  the  T G F - β -uns t imu la ted ,  emp ty vec to r - t r ans fec ted  con t ro l .  Resu l t s  a re  
shown fo r  the  mean  ±  S . E .  o f  th ree  independent  expe r imen ts .  ** ,  P<0 .01  (Studen t ’s  
t - te s t ) .  B ,  E f f ec ts  o f  Smad3 overexpre ss ion  on  ASPN express ion .  ASPN and  β -ac t in  
were  ana lyzed  us ing  a n t i -ASPN (2229 -B01)  and  an t i -ac t in  an t ibod ies ,  r espec t ive ly .  NC,  
nega t ive  con t ro l .  In  F i g .  5 . 7 B,  +  and  –  mean  wi th  o r  wi thout  s t imula t ion  by Smad3 
and/o r  TG F-β 1 .  
 
5 .3 .4  TGF-β /Smad シグナルによる ASPN mRNA の転写調節への未知のタンパク質
の関与  
 
 関節軟骨において、TGF-β /Smad シグナルが ASPN mRNA の転写調節に直接関与
しているかどうか について 検討した。 NH AC 細胞にタンパク 質合成阻害剤 CHX 
(Fig .  5 .8 )  を添加し、 TG F-β による ASP N mRNA の転写誘導変化を調べた。 CHX
処理により TG F-β による ASPN mRNA の転写誘導が著しく抑制された  (Fig .  5 .9A )。
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調べたところ、アクチノマイシン D 処理によっても TG F-β による ASPN mRNA の
転写誘導が著しく抑制された  (Fig .  5 .9B )。また、ウエスタンブロット法を用いて
ASPN のタンパク質レベルでの変化を調べたところ、ASPN はタンパク質レベルで
も CHX およびアクチノマイシン D 処理によって転写量が減尐した  ( Fig .  5 .9C )。
以上より TG F-β による ASPN の転写誘導の過程で、 TG F-β によって誘導される未
知のタンパク質合成が必要となることが 示唆された。  
Cyclohex imide  (CHX)  
Act inomyc in  D  
 





Fig .  5 .9   Inhib i t ion  of  TGF -β  ASPN  express ion  by  CHX and 
act inomyc in  D ,  respect ive ly ,  in  NHAC ce l l s .  
A ,  Inh ib i t ion  of  TG F-β ASPN  mRNA by CHX.  B ,  Inh ib i t ion  of  TG F-β  
ASPN  mRNA  by ac t inomyc in  D .  Cel l s  we re  t r ea ted  wi th  (black  bars ,  10  
ng /ml )  o r  wi thout  TG F-β 1  (whi te  bars )  fo r  24  h  in  the  absence  or  p re sence  of  the  
ind ica ted  concen t r a t ions  o f  the  p ro te in  syn thes i s  inh ib i to r  CHX  or  1  g/ml  o f  
ac t inomyc in  D .  CHX and  ac t inomyc in  D  were  each  added  to  ce l l s  0 .5  h  p r io r  to  TG F-β1  
t re a tmen t .  ASPN  mRNA leve ls  were  quan t i f ied  by reve rse  t ranscr ip t ion -PCR.  Resu l ts  
a re  shown  fo r  the  mean  ±  S .E .  o f  two independent  exper iment s .  * ,  P<0 .05 ;  **,  P<0 .01 
(Studen t ’ s  t - te s t ) .  In  Fig .  5 .9B,  +  and  –  mean  wi th  o r  wi thou t  s t imula t ion  by TG F-β1  
and/o r  ac t inomyc in  D .  C ,  E f f ec ts  o f  ac t inomycin  D  and  CHX on  ASPN expres s ion  in  
the  p resence  of  TG F-β1  (10  ng /ml ,  24  h ) .  ASPN and  GAPDH were  ana lyzed  us ing  
an t i -ASPN (2229 -B01)  and  an t i -GAPDH ant ibodie s ,  re spec t ive ly .  NC,  nega t ive  con t ro l .  
In  Fig .  5 .9C,  +  and  –  mean  wi th  o r  wi thou t  s t imu la t ion  by ac t inomycin  D  or  CHX.  
 
5 .3 .5  ASPN のプロモーター解析  
 
ASPN のプロモーター解析を行うため、まず rap id  amp l i f ica t ion  of  cDNA 5 ’ -  ends  
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(5 ’ -RACE) 法を用いて軟骨細胞における ASPN mRNA の転写開始点を確認した。
シークエンス解析により、軟骨細胞における ASPN mRNA の転写開始点はこれま
で報告されている転写開始点  (+1 部位 )  と一致した 2 0 )。そこで、5 ’非翻訳領域を
含む約 1 .3  kb の ASP N プロモーター領域をクローニングし、 ルシフェラーゼレポ
ーターベクターを作製した。さらに、 5 ’非翻訳領域  (－ 1087～＋ 227)  を部分的に
縮小化した複数のプロモーター領域をサブクローニングして レポーターベクター
を作製した  (2 . 5 .1 )。これらを用いて ASP N の転写活性を調べたところ、 － 140 か
ら－ 104 の領域を削除したベクターで ASPN の転写活性が著しく低下し、－ 140 か
ら－ 104 の領域に ASPN の転写活性を高めるポジティブエレメントが存在するこ
とを示唆した。さらに－ 140 から＋ 14 の領域を部分的に縮小化した複数のコンス
トラクトを用いて同様にアッセイを行ったところ、－ 126 から－ 82 の領域に ASPN
のコアプロモーターが存在することが明らかとなった  (Fig .  5 .10)。特定した領域
の塩基配列を確認したところ、この領域にはホモピリミジンセグメントが存在し
ていた。ホモピリミジンセグメントの一般的な機能については未だ明らかではな
いが、 ASPN と同じクラスＩ SLRP に属する DCN においても転写活性を上昇させ
ることが報告されており 2 1 )、両者の分子機構上の関連性が想定されるため極めて
興味深い。さらに、 TGF-β が ASPN mRN A の転写を誘導することから TG F-β 刺激
による ASPN プロモーターの転写活性変化を検討した。しかし、 HCS-2/8 および
NHAC 細胞の 2 種類の細胞を用いて検討を行ったが、 TG F-β 刺激による ASPN プ
ロモーターの転写活性の変化は認められなかった  (Fig .  5 .10)。  
 
5 .4  考察  
 
 TG F-β1 は主にコラーゲンやファイブロネクチン、プロテオグリカンのようなマ
トリックスタンパク 質の合成を誘導することによって、細胞外マトリックスの蓄
積を促進する。 BGN の転写は TG F-β によって線維芽細胞 1 3 )、骨肉腫細胞 2 2 )、ヒ
ト関節軟骨細胞 2 3 )において上昇し、さらに、 TG F-β による B GN の転写調節は、
Smad2 および Smad 3 の Smad 経路を介する 2 4 )。一方、 DCN の転写は TG F-β によ
ってヒト皮膚線維芽細胞 1 1 )  やヒト関節軟骨細胞 2 3 )  において低下する。  
 本研究では、軟骨細胞において ASPN の転写が TG F-β1 によって著しく上昇する
ことを明らかにした。また、 TG F-β1 による ASPN の転写調節は Smad 経路を介し
ていることも明らかにした。しかし、Fig .  5 .6 に示すように、s iRNA を用いた Smad2
および Smad3 の抑制実験では、s iSmad3 を作用させることにより、ASPN の転写が
著しく抑制され、さらに Fig .  5 .7 に示すように、 Smad3 の強制発現で ASPN の転
写量が増大したことから 、 TG F-β1 による ASPN の転写誘導は Smad2 ではなく
Smad3 を介して行なわれていることが明らかになった。このことは、 OA の軟骨




たがって、ASPN は、TG F-β 1 /Smad3 シグナル伝達経路を介して内軟骨形成を調節
し、関節軟骨維持に貢献していると考えられる。  
 一方、ASPN は TGF-β 1 に直接結合し、Smad シグナルを抑制することから、ASPN
と TGF-β /Smad シグナルとが機能的なフィードバックループを形成している こと
が示唆される。しかし、ASPN は Smad によって調節される直接のターゲット分子
ではない。その理由として、1)  1 .3 -kb の A SPN プロモーターには Smad 結合配列  (8
塩 基 の パ リ ン ド ロ ー ム GTCTAGAC) が 存 在 し な い 、 2)  Fig .  5 .3 に 示 す よ う に
TGF-β1 による ASPN mRNA の転写誘導には時間がかかる、 3 )  Fig .  5 .9 に示すよう
にタンパク質合成阻害剤である CHX あるいは RNA 合成阻害剤であるアクチノマ
イシン D を添加したことにより TG F-β1 による ASPN mRNA の転写誘導が抑制さ
れる、 4)  Fig .  5 .10 に示すように ASPN プロモーター領域を組み込んだレポーター
ベクターでは TG F-1 による ASPN の転写活性の上昇が認められない、などのこ
とが挙げられる。  
 TG F-β は BGN を転写誘導することが知られているが、 ASPN とは異なり、 BGN
の転写開始点上流 218  bp のプロモーター領域には TG F-β 応答性の配列が存在する。
しかし、 218  bp より長いプロモーター領域領域を含むコンストラクトでは TG F-β
応答性が見られないことから、218  bp のプロモーター領域周辺に TG F-β 抑制部位
が存在することが想定される。  
 今回作製した ASP N プロモーターコンストラクトには BGN 同様、TG F-β 抑制部
位が含まれていた可能性がある。TG F-β1 による ASPN  mRNA の転写誘導がアクチ
ノマイシン D の添加によって抑制されることから、TG F-β1 による ASPN  mRNA の
転写誘導が転写レベルで調節されていることが考えられ、 ASPN の遺伝子領域の
どこかに TG F-β 応答性の配列が存在することを強く示唆する。  
Fig .  5 .3 に示すように、NHAC 細胞においては、2 種類の軟骨系細胞株とは対照
的に TG F-β 処理を行わなかった場合でも培養 24 時間後に ASP N の転写量が明らか
に増大していた。 NHAC 細胞では、培養 24 時間後に TG F-β の発現が mRNA レベ
ルで上昇することから、1)  内在性の TG F-β が寄与している、または 2 )  細胞特異
的なシグナル介在物質が存在する、の 2 つの可能性が示唆される。近年、 TG F-β
による BGN の転写誘導には GADD45β の断続的な転写誘導が必要であること 2 6 )、
また、 GADD45β が Smad2 ではなく Smad3 を介した TG F-β のターゲット遺伝子で
あること 2 7 )が報告されている。本研究で ASPN は Smad3 の間接的なターゲット遺





Fig .  5 .10   T GF-β  does  not  enhance  t ranscr ipt ion  f rom the  ASPN  promoter .  
Various  human ASPN  promoter  sequences  fused  to  a  luc i fe rase  repo r te r  gene  were  
t rans ien t l y  t r ans fec ted  in to  HCS -2 /8  (A)  and  NHAC (B)  ce l l s .  Ce l l s  we re  t rans i en t ly  
t rans fec ted  wi th  appropr i a t e  ASPN  p romote r  p l asmids  and  incuba ted  for  24  h  in  the  
absence  (whi te  bars )  o r  p re sence  o f  TG F-β1  (black  bars ,  10  ng /ml ) .  Resu l t s  a re  shown  
for  the  mean  ±  S .E .  o f  two independent  expe r imen ts  and  a re  exp re ssed  re la t ive  to  the  
va lue  in  pG L3 -Bas ic - t rans fec ted  con t ro l  c e l l s .  The  luc i f e rase  ac t iv i t y  o f  
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5 .5  結言  
 
 ASPN は TG F-β によって転写誘導され る。TG F-β による ASPN の転写は、Smad2
ではなく Smad3 を介して調節されていた。ASPN は、TGF-β1 /Smad3 シグナルと機
能的なフィードバックループを形成して 内軟骨形成を調節し、関節軟骨維持に貢
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第 6章    ASPN タンパク質の結合特性  
 
6 .1  緒言  
 
 ASPN は in  v i t ro 実験系において TG F-β に直接結合し、TG F-β を介した軟骨マト
リックス遺伝子の転写を抑制する 1 )。しかし、 ASPN がどのように TG F-β に結合
し、 TG F-β の活性を制御しているのかは未だ明らかではない。 ASPN の TGF-結
合部位を特定することは、 ASPN による TGF-β の機能抑制分子機構を解明する上
で重要であり、OA の分子病態の解明へとつながると考えられる。また、ASPN と
同じ SLRP ファミリーに属する DCN や BGN は、主要な細胞外マトリックス分子




 本章では、ASPN による TG F-β の機能抑制分子機構の解明を目的として、TG F-β
と ASPN との結合部位、さらに ASPN と軟骨細胞外マトリックスの主要成分であ
るⅡ型コラーゲンとの結合能について検討した。また、 TG F-β と ASPN との結合
における他の細胞外マトリックスタンパク質の関与、具体的にはⅡ型コラーゲン
およびヘパリン／へ パラン硫酸の関与について検討した。  
 
6 .2  実験方法  
 
6 .2 .1  マウスアスポリン部分タンパク 質の作製  
 
 各 マ ウ ス ア ス ポ リ ン 部 分 タ ン パ ク 質 (P33-167 ,  P159 -284 ,  P279 -373 ,  P159 -205 ,  
P198-251 ,  P226 -284 ,  P48-167 )  は、 (4 .2 .3 )  に従って作製した。精製した組換えタ
ンパク質は、 SDS -PAGE にてタンパク質を分離したのち、 Coomass ie  s t a in  r eagen t  
(B io -R ad ,  He rcu les ,  C A )  を用いて検出し、分子量を確認した。  
 
6 .2 .2  固相結合法  
 
 Maxiso rp  E LISA プレート  (Nunc  A/S ,  R osk i lde ,  Denmark )  の各ウェルに 50  mM  
Na 2 CO 3 -NaHCO 3  buff e r  (pH 9 .6)  に溶解した組換えヒト TG F-β 1 タンパク質溶液  ( 1  
g/ml ,  R&D sys tems,  Wiesbaden ,  Germany)  を 100   l ずつ加え、 4°C で一晩コーテ
ィングした。コーティングしたウェルは、300   l の bind ing  bu ffe r  (50  mM Tr is -HC l ,  
pH 7 .4 ,  150  mM NaC l ,  2% (w/v)  bovine  se rum a lbumin  (BSA) ,  0 .05% (v /v)  Tween  20 )  




NaCl ,  0 .05%  (v /v )  Tween  20)  で洗浄したのち、 100   l の b ind ing  bu ffe r にビオチン
化あるいは非ビオチン化タンパク質を加え、 37°C で 3 時間インキュベートした。
TBST で洗浄したのち、 s t rep tav id in -a lka l ine  phospha ta se  を加え、室温で 1 時間イ
ンキュベートし、再度 TBST で洗浄したのち、 a lka l ine  phospha ta se  subs t r a t e  k i t  
(B io -R ad)  を用いて結合タンパク質を検出した。非特異的結合は、 TG F-β1 を含ま
ない 50  mM Na2CO3 -NaHCO3 buffe r  (pH 9 .6)  でコーティングしたウェルを同様に
処理して検出した。競合実験には精製 DCN、 BGN、 FMOD (以上 3 種とも Sigma
社 )  を使用した。TypeⅡ co l lagen  (S igma)  は、HCl 溶液  (pH 3 .0 )  に溶解したのち、
100  g/ml となるように Tri s -HCl  bu ffe r  (10 0  mM,  pH 7 .4)  に希釈し、E LISA プレー
トの各ウェルに 100   l ずつ加え、室温で一晩コーティングした。コーティングし
たウェルは、 300   l の 3% (w/v)  BSA と 5% (w/v)  sucrose を加えた PBS を用いて
37°C で 3 時間ブロッキングした。TBST で洗浄したのち、3% (w/v)  BSA と 5% (w/v)  




6 .2 .3  TGF-β1  E LISA  
 
 ヒト TG F-βⅡ型可溶性受容体  (R&D Sys tems )  の E LISA プレートは、製品の説
明書に従って作製した。 RD5 -53  ca l ib ra to r  d i luen t  (R &D Sys tems)  に組換えヒト
TGF-β1  (2  ng /ml )  および組換えマウスアスポリン  (20  g/ml )  またはⅡ型コラー
ゲン  (10  g /ml)  またはヘパラン硫酸  (1  g/ml )  またはヘパリン  (1  g /ml)  を加
え、室温で 1 時間インキュベート した。固定化した TG F-βⅡ型受容体に対する
TGF-β 結合活性の測定には Quan t ik ine  human TG F-β1  immunoassay (R&D Sys tems)  
を用いた。この際、固定化した TG F-βⅡ型受容体への TG F-β の結合を抑制する
TGF-βsR II  (R&D Sys tems)  をポジティブコントロールとして用いた。  
 
6 .2 .4  細胞培養  
 
 マウス軟骨前駆細胞株  (ATDC5)  は理研バイオリソースセンター  (BRC、茨城 )
から入手し、 5% (w/v)  FBS を添加した DMEM/F-12 培地を用いて培養した。培地
は 3－ 4 日に一度交換し、サブコンフルエントになった ところで継代培養した。
ATDC5 細胞は、 1  x  10 5  ce l l s /we l l となるように 12wel l プレートに播種した。 5% 
(w/v)  FBS と ITS (S igma)  を添加した DME M/F-12 培地を用いて 24 時間培養した後、
0 .2% (w/v)  FBS と IT S を添加した DMEM/F-12 に培地に交換し、培地交換 12 時間
後に TG F-β1 (10  ng /ml )  を添加した。各種ペプチドあるいはネガティブコントロ




添加 24 時間後に細胞を回収し全 RNA を抽出したのち、リアルタイム PCR にて
mRNA の転写量を測定した。  
 
6 .3  実験結果  
 
6 .3 .1  TGF-β 結合部位の特定  
 
 ASPN の TGF-β1 結合部位を特定するため、成熟型 ASPN 組換えタンパク質  (ア
ミノ酸 33 -373 ;  P33 -373)  および 3 種類の部分組換えタンパク 質 (P33 -167 ,  P159 -284 ,  
P279-373 )  を作製し  (Fig .  6 .1A,  C)、競合結合実験を行った。  
 各々の組換えタンパク質による 50%阻害濃度  ( IC 5 0 )  を算出し比較したところ、
成熟型 ASPN (P33-273)  が最も強い阻害能を示すことが明らかになった  (Fig .  6 . 2 ,  
Tab le  6 .1 )。一方、 P 3 3 -373 の部分タンパク質である P33 -167 ,  P159-284 ,  P279 -373
を比較した場合には、中心領域である P159 -284 が最も強い阻害能を示した。N 末
端の部分タンパク質 P33-167 および C 末端の部分タンパク質 P279 -373 もまた
ASPN-TG F-β1 の結合を阻害したが、これらの阻害能は P159 -284 に比べ、極めて
弱かった。さらに領域を特定するため、 159 -284 番目のアミノ酸領域をさらに 3
つに分けた 3 種類の部分タンパク質を作製した  (P159 -205 ,  P198-251 ,  P226 -284 ;  
Fig .  6 .1B,  C)。これらの部分タンパク質を用いて競合結合実験を行ったところ、
LRR4 -5 を含む中心領域の部分タンパク質  (P159 -205 )  が最も強い阻害能を示した  
(Fig .  6 .2 ,Tab le  6 .1 )。以上より、 P159 -205 領域が TG F-β1 との主な結合領域である
ことを明らかにした。  
 
6 .3 .2  TGF-β1 結合領域の生物学的活性  
 
 A S P N の生物学的活性を評価するため、代表的な軟骨マトリックス遺伝子であ
る A g c 1 および C o l 2 a 1 の転写に対する A S P N 部分タンパク質の影響を調べた。
結合中心の部分タンパク質である P 1 5 9 - 2 0 5 は A g c 1 および C o l 2 a 1 の転写を最
も顕著に抑制した。弱い結合が認められた他の 2 つの部分タンパク質 P 3 3 - 1 6 7 ,  
P 2 2 6 - 2 8 4 も A g c 1 および C o l 2 a 1 の転写を抑制したものの P 1 5 9 - 2 0 5 と比較す
るとこれら の部分タ ンパク 質の 抑制効果 は極めて弱 かった  (F i g .  6 . 3 )。 T G F - β
と の 結 合 の 強 度 と 部 分 タ ン パ ク 質 に よ る 転 写 抑 制 効 果 は 比 例 し な い が 、








Fig .  6 . 1 SDS-PAGE of  puri f ied  recombinant  mouse  a spor in  pept ides  s ta ined  w ith  
Coomass ie  Br i l l ian t  Blue .  
A ,  A l iquo t  ( 2  g)  o f  each  pep t ide  was  separa ted  on  a  12 .5% (w/v)  po lyac rylamide  ge l .  
Lane  1 ,  amino  ac id s  33 -373  (P33 -373 ) ;  lane  2 ,  P33 -167 ;  lane  3 ,  P159 -284 ;  lane  4 ,  
P279-373 .  B ,  A l iquo t  (2  g )  o f  each  pep t ide  was  sepa ra ted  on  a  16 .5%  (w/v)  
po lyacrylamide  ge l .  Lane  1 ,  P159 -205 ;  lane  2 ,  P198 -251 ;  lane  3 ,  P226 -284 ;  lane  4 ,  
P48-167 .  C ,  Schema t i c  s t ruc tu res  o f  matu re  p ro te in  o f  mou se  aspor in  and  e igh t  k inds  
o f  recombinant  mouse  aspor in  pep t ides .  Aspo r in  con ta ins  10  leuc ine - r ich  repea t s  in  the  
core  p ro te in ,  D -repea t  reg ion  and  four  cys t e ine  res idues  in  N -te rmina l  s ide  and  two  
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Fig .  6 .2   B ind ing  of  b iot iny la ted  a spor in  to  immobi l i zed  TGF -β1 .  
Binding  i s  co r rec ted  for  non -spec i f ic  b ind ing  and  exp res sed  as  percen tage  o f  
b io t inyla t ed  aspo r in  bound  in  the  absence  of  compet i to r .  Each  va lue  represen t s  the  





T a b l e  6 . 1  Inh ib i t ion  of  interact ion  be tw een aspor in  and T GF -β1 by  
recombinant  a spor in  pept ides .  
Pep t ide  Half -max imal  inh ib i t ion  (nM)  
P 33-373  16 .7  
P33-167  51 .3  
P159-284  25 .9  
P279-373  49 .4  
P159-205  81 .2  
P198-251  174 .0  
P226-284  271 .0  
Inh ib i t ions  a re  expre s sed  as  b io t inyla ted  aspor in  b ound  to  TG F-β1  in  the  
p resence  of  compet i to r  (non -b io t inyla ted  a spor in  pep t ide s ) .  
Fig .  6 . 3   Inh ib i tory  e f f ects  o f  aspor in  pept ides  on  transforming grow th factor -β1  
(TGF-β1)  - induced  express ion  of  car t i lage  matr ix  genes  in  ATDC5 ce l l s .  
P u r i f i e d  m o u s e  a s p o r i n  p e p t i d e  ( 3 0  n M )  w a s  a d d e d  t o  A T D C 5  c e l l s .  A f t e r  
1  h ,  ce l l s  were  t rea ted  wi th  (b lack  bars ,  10  ng /ml )  o r  wi thout  T G F - β 1  (white  bars )  
fo r  24  h ,  and  t o t a l  R N A s  w e r e  ex t rac t ed .  A g c 1  a n d  C o l 2 a 1  m R N A s  w e r e  
q u a n t i f i e d  b y  S Y B R  G r e e n  r e a l - t i m e  P C R  a n d  n o r m a l i z e d  t o  
g l y c e r a l d e h y d e - 3 - p h o s p h a t e  d e h y d r o g e n a s e  ( G a p d h )  m R N A .  L a n e  1 ,  G S T  
( n e g a t i v e  c o n t r o l ) ;  l a n e  2 ,  P 3 3 - 3 7 3 ;  la n e  3 ,  P 3 3 - 1 6 7 ;  l a n e  4 ,  P 1 5 9 - 2 0 5 ;  
la n e  5 ,  P 2 2 6 - 2 8 4 .  E a c h  v a l u e  r e p r e s e n t s  t h e  m e a n  ±  S . D .  f r o m  t w o  
i n d e p e n d e n t  e x p e r i m e n t s  p e r f o r m e d  i n  d u p l i c a t e  ( n  =  4 ) .  * * P  <  0 . 0 1  
v e r s u s  P 1 5 9 - 2 0 5 .  T h e  p e p t i d e  P 1 5 9 - 2 0 5  s t r o n g l y  i n h i b i t e d  
T G F - β 1 - i n d u c e d  e x p r e s s i o n  o f  t h e  c a r t i l a g e  m a t r i x  g e n e s  A g c 1  a n d  





















































6 .3 .3  他の SLRP タンパク質との競合  
 
 DCN や BGN、 FMOD などの SLRP ファミリーは、 TG F-β 1 と結合し、互いに競
合することが知られている 7 ,  8 )。そこで、これらの SLRP が ASPN と TGF-β1 との
結合を阻害するかどうかについて検討した。DCN、BGN および FMOD は、全て有
意に ASPN と TGF-β 1 との結合を阻害した。しかし、各々の SLRP の抑制効果に有
意差は認められなかった  (Fig .  6 .4 )。  
F i g .  6 . 4   I n h i b i t o r y  e f f e c t s  o f  d e c o r i n ,  b i g l y c a n ,  a n d  f i b r o m o d u l i n  o n  
a s p o r i n - T G F - β 1  b i n d i n g .  
P u r i f i e d  h u m a n  d e c o r i n ,  b i g l y c a n ,  a n d  f i b r o m o d u l i n  ( 5 0  n M )  w e r e  a d d e d  
t o  T G F - β 1 - c o a t e d  w e l l s  ( 1 0 0   l ,  1   g / m l )  w i t h  b i o t i n y l a t e d  a s p o r i n .  T h e  
b o u n d  b i o t i n y l a t e d  a s p o r i n  w a s  d e t e c t e d  u s i n g  s t r e p t a v i d i n - a l k a l i n e  
p h o s p h a t a s e  a n d  a b s o r b a n c e  w a s  m e a s u r e d  a t  4 0 5  n m .  T h e  p e r c e n t a g e  o f  
b i o t i n y l a t e d  a s p o r i n  b o u n d  to  TG F-β 1  i n  t h e  a b s e n c e  o f  c o m p e t i t o r  
(c o n t r o l )  i s  s e t  a r b i t r a r i l y  a t  1 00 .  E a c h  v a l u e  i s  g i ven  r e l a t i ve  to  the  va lue  o f  
con t ro l  and  r e p r e s e n t s  t h e  m e a n  ±  S . D .  f r o m  t w o  i n d e p e n d e n t  e x p e r i m e n t s  
p e r f o r m e d  i n  d u p l i c a t e  ( n  =  4 ) .  * * P  <  0 . 0 1  v e r s u s  t h e  c o n t r o l .  A l l  s m a l l  
l e u c i n e - r i c h  p r o t e o g l y c a n s  (decor in ,  b ig lycan  and  f ib romodul in )  i n h i b i t e d  
a s p o r i n - T G F - β 1  b i n d i n g  w i t h  s i m i l a r  i n t e n s i t i e s .  
 
6 .3 .4  Ⅱ型コラーゲンとの結合  
 


































にコラーゲンと結合した DCN が TG F-β 1 とも結合することから 9 )、 ASPN と軟骨
の主な細胞外マトリックスタンパク質であるⅡ型コラーゲンとの結合について検
討した。固相結合法を用いて 、成熟型マウスアスポリン  (P33-373)  とⅡ型コラー
ゲンとの結合について調べたところ、 ASPN がⅡ型コラーゲンと結合することが
明らかとなった。そこで、 3 種類の部分タンパク質 (P33 -167 ,  P159-284 ,  P279 -373)  
を用いて競合結合実験を行い IC 5 0 を算出したところ、 TG F-β 1 との結合とは異な
り、N 末端領域の P 3 3 -167 と中心部位の P159 -284 が成熟型の P33 -373 と同程度の
強度で結合することが明らかとなった (Fi g .  6 .5 ,  Tab le  6 .2 )。このことは、相関解析
で OA との関連が認められた D -repea t 領域がⅡ型コラーゲンとの結合に関わって
いる可能性を示唆する。そこで、 D -repea t 領域を含まない組換え部分タンパク 質  
(アミノ酸 48 -167 ;  P48 -167 )  を新たに作製し  (Fig .  6 .1B,  C)、競合結合実験を行っ
た。しかしながら、 D-repea t の有無で ASPN とⅡ型コラーゲンとの結合の強度は
変わらず  (Tab le  6 .3 )、 D-repea t は直接Ⅱ型コラーゲンとの結合に影響を及ぼさな
いことを明らかにした。  
F i g .  6 . 5   B ind ing  o f  b iot iny lated  a spor in  to  immobi l ized  type  II  co l lagen .  
B ind ing  i s  co r rec ted  for  non -spec i f ic  b ind ing  and  exp res sed  as  percen tage  o f  
b io t inyla t ed  a spor in  bound  in  the  absence  o f  compe t i to r.  E a c h  v a l u e  represent s  the 





T a b l e  6 . 2  Inh ib i t ion  of  interac t ion  betw een aspor in  and  type  II  
co l lagen  by  recombinant  a spor in  pept ides .  
Pep t ide  Half -max imal  inh ib i t ion  (nM)  
P33-373   6 .4  
P33-167   6 .8  
P159-284   6 .6  
P279-373   38 .5  
Inh ib i t ions  a re  exp re s sed  as  the  concen t ra t ions  o f  b io t in yla ted  a spor in s  
bound  to  type  I I  co l lagen  in  the  p re sence  of  compet i to r  (non -b io t inyla ted  
aspor in  pep t ides ) .  
 
T a b l e  6 . 3  I n h i b i t i o n  o f  i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  a s p o r i n  a n d  
t y p e  I I  c o l l a g e n  b y  r e c o m b i n a n t  a s p o r i n  p e p t i d e s .  
Pep t ide  Inh ib i to ry e f f ec t  (%)   
P33-373   53 .8±3 .4  
P33-167   41 .0±0 .2  
P48-167   43 .2±0 .9  
P279-373   24 .5±0 .1  
Each  pep t ide  10  nM was  used ,  and  each  va lue  rep resen t s  the  mean  ±  S .D.  
f rom two  independen t  exper iment s  per formed in  dup l i ca t e  (n  =  4 ) .  
 
6 .3 .5  In  v i t ro 実験系における ASPN の影響  
 
 TG F-β シグナル伝達経路において Smad 分子をリン酸化するⅠ型受容体  (TβR I)
と TGF-β1 との結合にはⅡ型受容体  (TβRII )  の存在が必須である 1 0 )。 ASPN の添
加により Smad のリン酸化が抑制されることから 1 1 )、 ASPN はその上流のリガン
ドである TG F-β1 が TβRII へ結合する過程を阻害している可能性がある。  
 そこで、in  v i t ro 実験系を用いて TG F-β1  の TβR II への結合に対する ASP N の影
響について検討した。これまで に a ff in i ty  c ros s  l ink ing 法を用いた in  v i vo 実験系
で、 ASPN が TGF-β1 の TβRI および TβR II への結合を阻害することが報告されて
いる 1 1 )。しかし、今回用いた in  v i t ro 実験系では、ASPN は TGF-β1 の TβR II への
結合を阻害しなかった  (Fig .  6 .6A)。このことは、 ASPN が TGF-β 1 の TβR II への
結合を阻害するためには、他のマトリックス分子が必要である可能性 を示唆する。 
 (6 .3 .4 )  に示したように、 ASPN はⅡ型コラーゲンと結合することから、次にⅡ
型コラーゲン存在下で ASPN が TGF-β1 の TβR II への結合を阻害するかどうかに




への結合を阻害しなかった  (Fig .  6 .6A)。そこで、TG F-β1 に結合して TG F-β1 の生
物学的活性を調節することが知られているヘパリン／ヘパラン硫酸 1 2 )存在下に
おいて、ASPN が TGF-β1 の TβR II への結合を阻害するかどうか について検討した。
ASPN はヘパリン／ヘパラン硫酸存在下で顕著に TG F-β1 の TβRII への結合を阻害
した  (Fig .  6 .6B)。  
 
6 .4  考察  
 
 A S P N マウス組換えタンパク 質を作製し、A S P N の T G F - β 1 への結合領域を特
定 し た と こ ろ 、 A S P N は 主 と し て L R R 4 - 5 を 含 む 1 5 9 - 2 0 5 番 目 の ア ミ ノ 酸  
( P 1 5 9 - 2 0 5 )  を介して T G F - β 1 と結合していることが明らかとなった。A S P N と
同じクラスⅠ S L R P に属する D C N もまた L R R 4 - 8 を含む P 1 5 5 - 2 6 0 の領域を介
して T G F - β 1 と結合し 9 ) 、さらに構造解析により L R R 4 - 6 を介してリガンドと
結合することが示唆されている 1 3 ) 。このように、A S P N と D C N の主な T G F - β 1
結合領域は一致しており、A S P N は D C N と同様にバナナ形構造をとって T G F - β 1
と結合していることが想定される。また、全ての A S P N 部分タンパク質が弱いな
がらも T G F - β 1 と結合することも、A S P N がバナナ形構造をとって T G F - β 1 と結
合している可能性を示唆する。  
 T a b l e  6 . 1 に示すように、すべての A S P N 部分タンパク質の T G F - β 1 への結合
の強度は成熟型 A S P N タンパク質 P 3 3 - 3 7 3 に比べて極めて弱い。このことは、
タンパク－タンパク相互作用に重要である L R R ドメインが、成熟型 A S P N タン
パク質には 1 0 個含まれているが、部分タンパク質では、分散されて少なくなっ
てしまうこと、あるいは A S P N がバナナ形構造をとれないために他のタンパク 質
への作用が弱まることによる影響と考えられる。すなわち、A S P N と T G F - β 1 と
の 結 合 に L R R ド メ イ ン が 関 与 し て い る こ と を 示 唆 す る も の で あ る 。 し か し 、
T a b l e  6 . 1 に示すように L R R ドメインを 2 つずつ含む部分タンパク質 P 1 5 9 - 2 0 5 ,  
P 1 9 8 - 2 5 1 ,  P 2 2 6 - 2 8 4 の T G F - β 1 への結合の強さは異なる。以上の結果は、部
分タンパク質における L R R ドメインの数ではなく、 L R R の位置あるいは L R R
の立体構造が重要であることを示唆している。  
 さ ら に 、 F i g .  6 . 4 に 示 す よ う に D C N ,  B G N ,  お よ び F M O D は 、 A S P N と
T G F - β 1 との結合を阻害する。このことは、A S P N が他の S L R P と同じあるいは
重複した T G F - β 1 領域に結合することを示唆する。以上より、A S P N は他の S L R P
と同様に軟骨の重要な構成成分の一つと考えられる。  
 また、F i g .  6 . 3 に示すように、T G F - β 1 との結合中心である P 1 5 9 - 2 0 5 の A S P N
部分タンパク質が効果的に軟骨マトリックス遺伝子の転写を抑制することを明ら
かにした。しかし、他の領域の部分タンパク 質  ( P 3 3 - 1 6 7 ,  P 2 2 6 - 2 8 4 )  でも弱い




マトリックス遺伝子の転写調節には T G F - β 1 との結合が必須と思われる。  
 A S P N は、i n  v i v o 実験系でリガンドである T G F - β 1 とその受容体 T β R I I との
結合を妨げる 1 1 ) 。しかし、F i g .  6 . 6 A に示すように i n  v i t r o 実験系では、A S P N
は T G F - β 1 と T β R I I との結合を妨げなかった。このことは、A S P N が単に T β R I I
の 2 量体形成あるいは T β R I I と T β R I の複合体形成を妨げていることを示唆する。
また、 A S P N が物理的干渉等によって 2 量体形成した T β R I I  への T G F - β 1 の結
合を妨げている可能性、あるいは、 A S P N による T G F - β 1 と T β R I I との結合を
妨げるには細胞表面に存在する他の因子が必要である可能性もある。  
 S L R P は様々な細胞外マトリックスタンパク質と相互作用することが知られて
おり、とくにⅠ型あるいはⅡ型コラーゲンとは i n  v i t r o 実験系で結合し、コラー
ゲンの線維形成を調節する 2 - 6 ,  1 4 ) 。さらに、コラーゲンと結合した D C N は、
T G F - β と相互作用を及ぼす 9 ) 。 F i g .  6 . 5 および T a b l e  6 . 2 に示すように A S P N
もⅡ型コラーゲンと結合することから、 A S P N はⅡ型コラーゲンと結合すること
によって T G F - β を細胞外マトリックスに繋留し受容体から隔離しているのでは
ないかと当初は予想していた。しかし、 F i g .  6 . 6 A に示すようにⅡ型コラーゲン
の存在下でも A S P N は T G F - β 1 と T β R I I との結合を妨げなかった。したがって、
Ⅱ型コラーゲン以外の細胞外マトリックスタンパク 質が A S P N による T G F - β 活
性抑制に関与している可能性がある。  
 この候補タンパク質として、 T G F - β 1 の生物学的活性を調節することが知られ
ているヘパリン／ヘパラン硫酸が考えられた 1 2 ) 。そこで、ヘパリン／ヘパラン
硫酸存在下における T G F - β 1 と T β R I I との結合について検討したところ、 F i g .  
6 . 6 B に示すようにヘパリン／ヘパラン硫酸は T G F - β 1 と T β R I I との結合を促進
し、さらに A S P N は、ヘパリン／ヘパラン硫酸存在下で T G F - β 1 と T β R I I との
結合を妨げた。ヘパリン／ヘパラン硫酸による T G F - β シグナルの調節機構は明
らかにされていないが、その可能性の 1 つとして、ヘパリン／ヘパラン硫酸が複
数の T G F - β 1 と結合して T G F - β 1 の多量体化を誘導することが考えられる。この
T G F - β 1 の多量体化は T G F - β 受容体の 2 量体化を引き起こし、受容体の活性化
そしてシグナル伝達を促進する。 F i g .  6 . 7 A に示すように、 A S P N が T G F - β 1 と
結合することによって、ヘパリン／ヘパラン硫酸による T G F - β 1 の多量体化が妨
げ ら れ 、 シ グ ナル 伝達 が 抑 制 さ れ る 可 能性 が 示 唆 さ れ る 。 ある い は 、 A S P N が
T G F - β 1 と結合することによって、ヘパリン／ヘパラン硫酸 が T G F - β 1 と T G F - β
受容体の両方と結合するのが阻害され、シグナル伝達が抑制される可能性も考え
られる  (F i g .  6 . 7 B)。実際、T G F - β と同じ成長因子の一つである f ib rob las t  g rowth  
fac to r は、その受容体とともに、ヘパリン／ヘパラン硫酸に結合することが報告
されている 1 5 )。  
 T a b l e  6 . 2 に示すように A S P N の N 末あるいは中心領域は、Ⅱ型コラーゲンと




の 領 域 と い う よ り は 広 域 に わ た っ て 結 合 し て い た 。 今 回 解 明 さ れ た A S P N と
T G F - β 1 あるいはⅡ型コラーゲンとの結合様式は、他の S L R P で報告されている
ものとほぼ一致しており、A S P N と他の S L R P との機能差に寄与していると考え
られる N 末の D - r e p e a t 領域から直接的な影響は受けていないと考えられる。し
かし、今回新たに A S P N による T G F - β 1 のシグナル抑制にヘパリン／ヘパラン
硫酸が関連している可能性が示唆されたことから、 N 末の D - r e p e a t 領域とヘパ
リン／ヘパラン硫酸とが相互作用を及ぼしている可能性もある。  
 TG F-β1 は下流のシグナル伝達因子 Smad2/3 を通じて、軟骨基質を構成する重要
な細胞外マトリックスのⅡ型コラーゲンやアグリカンの転写を誘導し、産生を促
進する  (Fig .  5 .1 )。 A S P N は TG F-β 1 と結合することにより、その活性を抑制し、
軟骨分化を抑制している。本研究では、A S P N による TG F-β 活性抑制にはヘパリ
ン／ヘパラン硫酸が関与することを明らかにし、 ASPN による TG F-β 活性の抑制
機構の一端を解明した。一方、第 5 章に記したように、 A S P N は TG F-β1 による
転写調節を受けることも明らかにした。 以上の知見は、 ASPN と TG F-β の間にネ




6 .5  結言  
 
ASPN の部分タンパク質を用いた競合結合実験より、ASPN は主に LRR4 -5 を含
む中心領域 P159 -205 を介して TG F-β1 と結合していることを明らかにした。また、
ASPN は Ⅱ 型 コ ラ ー ゲ ン と も 結 合 す る こ と を 明 ら か に し た が 、 そ の 結 合 様 式 は
TGF-β1 とは異なるものであった。さらに、ASPN は単独あるいはⅡ型コラーゲン
の存在下で TG F-β1 と TβRII との結合に影響を及ぼさなかったが、ヘパリン／ヘ
パラン硫酸存在下では、TG F-β1 の TβR II への結合を阻害した。このことは、ASPN






Fig .  6 .6  Effects  o f  ASPN  on TGF-β b inding  to  i t s  type  II  receptor in  v i t ro .  
A,  TGF-β1 (b lack  bars ,  2  ng /ml )  was  incuba ted  wi th  (+ )  o r  wi thout  ( - )  recombinan t  
mouse  a spo r in  (20  g/ml )  and /or  type  I I  co l lagen  (10  g/ml )  and /o r  recombinant  
human TG F-β  so lub le  recep to r  I I  (TG F -β  sR II ) .  The  b ind ing  ac t iv i ty  o f  TG F -β  and  i t s  
t ype  I I  recep tor  was  de te rmined  by E LISA.  The  op t ica l  dens i ty  va lue  o f  TG F -β1  
bind ing  to  i t s  t ype  I I  r ecep tor  was  se t  to  1 ,  and  each  va lue  rep resen ts  the  mean  ±  S .D.  
f rom two independent  exper iment s  per fo rmed a t  le a s t  in  dup l ica te  (n  =  5) .  **P <  0 .01  
ve rsus  TG F-β1  t rea ted  pos i t ive  con t ro l .  B,  T G F-β1  (b lack  bars ,  2  ng /ml )  was  incuba ted  
wi th  (+)  o r  wi thout  ( - )  recombinant  mouse  aspor in  (20  g /ml )  and /o r  hepa ran  su l fa te  (1  
g/ml)  and /or  hepar in  (1  g/ml ) .  In  each  f igu re ,  whi te  bar  shows  nega t ive  con t ro l .  
Each  va lue  rep re sen ts  the  mean  ±  S .D.  f rom two independen t  expe r imen ts  per formed  in  
t r ip l i ca te  (n  =  6 ) .  **P <  0 .01 .  Aspo r in  p reven ts  TG F -β1  b ind ing  to  i t s  t ype  I I  r ecep to r  
in  the  p re sence  o f  hepar in /hepa ran  su l fa te  in  v i t ro .  
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F i g .  6 . 7   P roposed  scheme of  inh ib i t ion  of  TGF-β  s igna l ing  by  aspor in (ASPN) 
w ith  heparan su l fa te  proteog lycan  (HS -PG).  
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第 7章   総括  
 
7 .1   まとめ  
 
 骨および関節疾患の克服は全世界で大きな問題になっている。例えば、手や足











て い る 軟 骨 型 プ ロ テ オ グ リ カ ン  (PG)  の agg recan  (AGC1)  や t ype Ⅱ co l lagen  
(CO L2A1)  などの細胞外マトリックスタンパク質、さらにこれらのタンパク質を
調節する複数のタンパク質分子が重要な因子と想定される。  
本論文では、 OA などの骨および関節疾患の発症に関与する 2 つの重要な軟骨
細胞外マトリックス分子、 ca r t i lage  l ink  pro te in  (CRT L1)  と aspor in  (ASPN)  の機
能解明を行い、その成果をまとめた。具体的には、これまで転写制御機構が不明
であった CRTL1 が軟骨形成の主要制御因子である SOX9 により直接転写誘導され
ることを示した。また、ASPN が軟骨の主要成長因子である T G F-β1 により転写誘
導されることを示し、新たに TG F-β1 による ASPN の転写誘導がシグナル伝達タン
パク質 Smad3 を介することを示した。さらに、 ASPN における TGF-β1 結合部位




スミド DNA の抽出、 DNA シークエンス解析方法、 PCR による遺伝子増幅方法、
rea l - t ime  PCR 法、細胞培養法などについて記述した。  
第 3 章では、軟骨細胞外マトリックスの主要分子の一つである CRTL1 の転写調
節機構の解明を行った。具体的には、軟骨形成の主要制御因子である SOX9 をコ
ー ド す る 遺 伝 子  (SOX9 )  を 導 入 す る こ と に よ り 、 非 軟 骨 系 株 化 細 胞 で CRTL1  
mRNA の転写が誘導されること、また、SOX9 の co -ac t iva tor である SOX5、SOX6




CRTL1  mRNA の転写誘導が促進されることを示した。株化細胞だけでなく、ヒト
間葉系幹細胞、皮膚繊維芽細胞においても SOX9 を単独導入することにより CRTL1  
mRNA の転写が誘導されることを示した。しかし、ヒト間葉系幹細胞、皮膚繊維
芽細胞では培養方法によって反応が異なり、ペレット培養では SOX9 の単独導入
と L-SOX5、 SOX6 および SOX9 の同時導入で CRTL1 mRNA の転写量に大きな差が
見 ら れ な か っ た の に 対 し 、 よ り 生 体 内 の 状 態 に 近 い 培 養 法 で あ る 3D 培 養 で は
SOX9 の単独導入より L-SOX5、 SOX6 および SOX9 の同時導入で CRTL1 mRNA の
転写量が著しく上昇した。さらに、 RNA 干渉法を用いて SOX 9 mRNA の転写を抑
制したところ、 CRTL1  mRNA の転写が低下した。そこで、 CR TL1 のプロモーター
解析を行い、 CRTL1 が SOX9 によって直接転写制御されるかどうかを調べた。
CRTL1 と SOX9 の同時導入により CRTL1 の転写活性が上昇し、SOX9 が CRTL1 を
直接転写誘導することを示した。また、 CRTL1 の 5’非翻訳領域  (+120－ +126)  に
存在する 7 塩基の SOX9 結合部位  (CACAAAG)  を同定し、ゲルシフト法を用いて、




第 4 章では、OA の相関解析により同定された疾患感受性遺伝子、ASPN の組織
発現について検討した。具体的には Aspn の in  s i tu  hyb r id iza t ion を行い、組織お
よび肢の関節における Aspn  mRNA の転写部位を確認した。免疫組織染色を行い、
組織および肢の関節 における ASPN タンパク質の発現を確 認した。関節軟骨に
ASPN の発現は認められなかったが、椎骨や長管骨の軟骨膜 に発現が認められた。
ま た 、 Aspn  mRNA の 組 織 分 布 は 、 Aspn と 同 じ ク ラ ス Ⅰ の sma l l  leuc ine - r i ch  
pro teog lycan  (SLRP)  f ami ly に属する deco r in  (Dcn )  および big lycan  (Bgn )  mRNA の
組織分布と部分的に重複することを確認した。以上より、構造的に類似したクラ
スⅠ S LRP が機能的にも類似し、互いの機能を補っている可能性を示唆した。  
第 5 章では、TG F-β が DCN および BGN の転写を制御することから TG F-β によ
る ASPN の転写制御について検討し、 TG F-β 添加により ASPN  mRNA の転写が誘
導されることを示した。また、TG F-β1 添加による ASPN mRN A の転写量の経時的
な変化について検討したところ、ASPN は TG F-β1 添加後 3 -6 時間で転写上昇が認
められ、24 時間まで経時的に上昇することを確認した。また、TG F-β  Ⅰ型受容体
のキナーゼ阻害剤である SB431542 を作用させ、 TG F-β1 添加による ASPN  mRNA
の転写について検討したところ、 SB431542 存在下では TG F-β 1 添加による ASPN  
mRNA の転写が抑制された。つぎに、 TG F-β シグナルの下流分子である Smad2、
Smad3 の低分子干渉 RNA (s iRNA)  を用いて、 TG F-β 1 添加による ASPN  mRNA の
転写について検討した。一般に Smad2 と Smad3 は類似した役割を担うと考えられ




写が著しく抑制された。また、 Smad3 の強制発現により ASP N  mRNA の転写が有
意に上昇した。ウエスタンブロッティングを行い、 s iSmad3 を作用させた場合に
は TG F-β1 添加による ASPN タンパク質の発現量が低下し、 Smad3 を強制発現さ
せた場合には ASPN タンパク質の発現量が上昇することを確認した。さらに、ヒ
ト正常関節軟骨細胞に対してタンパク合成阻害剤であるシクロヘキシミド、ある
いは RNA 合成阻害剤であるアクチノマイシン D を作用させたところ、TG F-β 1 添
加による ASPN  mRNA の転写および ASPN タンパク質の発現が抑制された。この
ことから、TG F-β1 添加による ASPN  mRN A の転写および ASPN タンパク質の発現
には TG F-β1 添加によって発現する未知のタンパク質が転写因子として必要とさ
れることを示した。以上より、TG F-β1 は Smad3 を介して遺伝子発現制御の段階、
とくに転写段階で ASPN の調節を行っており、 TG F-β1 および Smad3 による ASP N
の転写過程を抑制することによって、変形性の骨および関節疾患の進行を抑制で
きる新たな可能性を示唆した。  
第 6 章では、固相結合法を用いて、373 個のアミノ酸残基からなるマウス ASPN
タンパク質が TG F-β 1 に直接結合することを示した。ASPN と TG F-β1 との結合中
心を特定するため、3 種類  (N 末端、中央部、C 末端 )  の AS P N 部分タンパク質を
作製した。部分タンパク質と TG F-β1 の結合の強さは、部分タンパク質添加によ
る ASPN と TGF-β1 の結合阻害により評価した。各々の結合阻害能を比較したと
ころ、159 番目から 284 番目のアミノ酸領域の部分タンパク質  (P159 -284 )  が最も
強く阻害した。さらに、P159-284 領域について 3 種類の部分タンパク質を作製し、
阻害能を比較したところ、 159 番目から 205 番目のアミノ酸領域の部分タンパク
質  (P159 -205 )  が最も強く阻害した。すなわち、 ASPN と TG F-β1 の結合中心が
P159-205 領域に存在することを特定した。さらに、特定した結合部位  (P159 -205 )  
のペプチドを細胞に添加することにより TGF-β1 による Agc1 および Col2a1 の転
写誘導が有意に低下した。すなわち、 ASPN が TGF-β 1 と結合することにより、
TGF-β1 による軟骨特異的遺伝子の転写誘導を抑制し、軟骨細胞分化の促進を妨げ
ることを示した。 ASPN は、 in  v i t ro 実験系において単独あるいは t ypeⅡ co l lagen
存在下では TG F-β1 のⅡ型受容体  (TβR I I )  への結合を阻害しない。しかし、ヘパ
リン／ヘパラン硫酸存在下で TG F-β1 の TβR I I への結合を阻害した。ヘパリン／
ヘパラン硫酸は、 1） TG F-β を多量体化する、あるいは  2） TG F-β と受容体とを
結合することによりシグナル伝達を促進すると考えられ、ASPN が TGF-β1 と結合
することにより、ヘパリン／ヘパラン硫酸による TG F-β の多量体化あるいは受容
体との結合が妨げられ、シグナル伝達を抑制している新たな ASPN による TG F-β
活性抑制の作用機構を示した。  
 





 骨および関節疾患には、 OA や関節リウマチ、骨粗鬆症、椎間板ヘルニアなど
一般集団における罹患率の非常に高い common  d i sea se が多い。中でも、 OA はと
りわけ発症頻度が高く、患者数は 関節リウマチ  (RA)  の 10 倍前後に上る。また、
RA などの疾患では、発症のメカニズムを基にした治療法が開発されているのに




OA や RA など軟骨損傷を伴う疾患の治療法として社会的要求が高い。  










 また、本研究では SOX9 の活性化補助因子である SOX5 および SOX6 を SOX9
と同時導入することにより CRTL1 の転写が SOX9 の単独導入よりも促進されるこ
とを示した。さらに、間葉系幹細胞だけでなく、軟骨分化能を持たない 皮膚線維
芽細胞においても SOX9 および SOX5、 SOX6 の同時導入による CRTL1 の転写が
SOX9 の単独導入よりも促進されることを示した  (Fig .  3 . 3 )。筆者らは、CRTL1 だ
けでなく、 AGC1 や COL2A1、 COL9A1 など多くの軟骨マトリックス遺伝子の転写





 SOX9 および SOX5、 SOX6 は、非軟骨系細胞においても軟骨様細胞へと分化さ
せることができる必要十分因子であり、間葉系幹細胞あるいは非軟骨系細胞への
SOX9 および SOX5、 SOX6 の同時導入は、軟骨の分化・再生をより効率よくコン
トロールし、再生医療を大きく飛躍させる 可能性があり、臨床への応用が検討さ




Fig .  7 .1 The  process  for t ransp lan tat ion  of  SOX -induced chondrocy te .  
 相関解析により O A の易罹患性に関わる遺伝子として同定されたアスポリンは、
関節軟骨において成長因子 TG F-β による軟骨細胞分化あるいは基質産生能力を抑
制することが知られていたが、本研究において TG F-β もまた ASPN の発現を誘導
し、ASPN と TGF-β 1 の間にネガティブフィードバック機構が 存在することが明ら
かになった (Fig .  6 .8 )。軟骨細胞の周囲では、マトリックスの 代謝回転、すなわち
軟骨細胞が活発にマトリックスを合成するとともに、分解し、その恒常性を維持
することが観察され、ASPN は TGF-β1 の活性を調節することにより軟骨の恒常性
を維持していると考えられる。  
OA では、軟骨の恒常性維持機構が破綻していると考えられ、実際 OA 患者の軟骨
にお い て ASPN の 発現 が著 し く上 昇す るこ とが 確 認さ れて いる 。そ の ため 、 抗
ASPN 抗体を作製し、OA で亢進した ASPN の機能を抑制することは、破綻した恒
常性維持機構を正常化させ る可能性があり、 OA の発症および進行を抑制する新
たな治療法として期待できる  (Fig .  7 . 2 )。とりわけ、本研究で特定した ASPN と
TGF-β1 との結合部位を標的とした抗 ASPN 抗体は、効率的に ASPN の機能を抑制
することが期待される。臨床への応用を視野に、現在 ASPN の中和抗体を作製し、
ASPN の機能を抑制する試みが始まって いる。  



















の変性は、 TG F-β の機能低下による髄核の増殖能や P G 合成能の抑制が影響を及
ぼしている可能性が示されており、 TG F-β および ASPN による恒常性維持機構の
調節は、椎間板変性など他の骨および関節疾患においても有用である可能性が高
い。また、椎間板ヘルニアでは、加齢に伴い髄核に含まれる P G 凝集体の量が減
少するが、この現象については 、 P G 凝集体を安定化する l ink  pro te in が加齢とと
もに機能異常をきたすことが主因と推定されている。したがって、 SOX9 による
マトリックス産生も椎間板ヘルニアの治療法として 期待されている。  
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当にありがとうございました。とくに、筆者が早稲田大学理工学部及び理工学研究科在学中
より親切丁寧なご指導とご鞭撻を賜りました桐村光太郎教授にはあらためて感謝の意を表し
ます。 
本論文は、筆者が独立行政法人理化学研究所・ゲノム医科学研究センター・骨関節疾患研
究チームにおいて行った研究成果を総括したものであり、本研究に関して、貴重なご助言と
ご支援を賜り、さらに博士号取得に対して激励をいただいた独立行政法人理化学研究所・ゲ
ノム医科学研究センター・骨関節疾患研究チーム・池川志郎チームリーダーに厚く御礼申し
上げます。 
本論文の遂行にあたっては、東京大学医学部附属病院・ティッシュ・エンジニアリング部・
池田敏之先生、武田薬品工業株式会社・木澤秀樹博士をはじめ、独立行政法人理化学研究所・
ゲノム医科学研究センター・骨関節疾患研究チームのスタッフの方々に多くのご助言とご協
力を賜りました。関係各位に深く感謝申し上げます。 
 最後に、学位取得に関し、いつも心の支えになってくれた家族に心より感謝いたします。 
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